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Resumen VII 
Resumen 
La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la más común de las denominadas 
demencias. En estudios previos se han establecido asociaciones significativas 
entre los alelos del gen APOE, el gen BIN1 y el inicio de la enfermedad. 
OBJETIVO: Caracterizar los patrones de metilación de la isla CpG del exón IV de 
APOE y una región genómica del gen BIN1. METODOS: Se extrajo ADN a partir 
de sangre periférica de pacientes con EAE y controles sanes y posteriormente se 
trató el ADN con bisulfito de sodio, se identificaron los niveles de metilación 
mediante la metodología BSP y los datos obtenidos fueron analizados mediante un 
modelo de regresión beta y regresión logística. RESULTADOS: Se encontraron 
diferencias significativas en la metilación de tres CpG para el gen BIN1, CpG26, 
CpG44, CpG87 y para el gen APOE en las CpG118, CpG130, CpG148 y CpG252. 
Se estableció la asociación de la metilación en estas CpG con el alelo de riesgo 
APOE ε4. Independientemente del diagnóstico se encontró una menor metilación 
en portadores del alelo ε4 para las CpG26, CpG44 y CpG87 de BIN1 y para las 
CpG118, CpG133 y CpG252 de APOE. Se calculó el riesgo que implica para esta 
población la metilación de BIN1 y APOE, se encontró un aumento de hasta 3 veces 
de desarrollo de EAE por pérdida de metilación en estas CpG. CONCLUSIONES: 
Se identificó que las regiones evaluada de la región genómica de BIN1 y de la isla 
CpG del Exon IV de APOE se encuentran hipermetiladas tanto en pacientes como 
en controles. La metilación diferencial identificada muestra la gran complejidad de 
interacciones entre los diversos factores de riesgo como los alelos de APOE, SNPs 
y la tendencia en pacientes con EAE a la pérdida de metilación.   
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Alzheimer's disease (AD) is the most common of the dementias. In previous 
studies, significant associations have been established between alleles of the 
APOE gene, the BIN1 gene and the onset of the disease. OBJECTIVE: To 
characterize the methylation patterns of the CpG island of exon IV of APOE and a 
genomic region of the BIN1 gene. METHODS: DNA was extracted from peripheral 
blood and then the DNA was treated with sodium bisulfite, methylation levels were 
identified using the BSP methodology and the data obtained were analyzed using 
a beta regression model and logistic regression. RESULTS: Significant differences 
were found in methylation of three CpG for the gene BIN1, CpG26, CpG44, CpG87, 
CpG114 and for the APOE gene in CpG118, CpG130, CpG148 and CpG252. The 
association of methylation in these CpGs with the APOE ε4 risk allele was 
established. Regardless of the diagnosis, a lower methylation was found in carriers 
of the ε4 allele for the CpG26 CpG44 and CpG87 of BIN1 and for the CpG118 
Cpg133 and CpG252 of APOE. The risk involved in this population for the 
methylation of BIN1 and APOE, up to 3-fold increase in the development of LOAD 
due to methylation loss in these CpGs. CONCLUSIONS: It was identified that the 
regions evaluated in the genomic region of BIN1 and the CpG island of the Exon IV 
of APOE are hypermethylated in both patients and controls. The identified 
differential methylation shows the great complexity of interactions between the 
various risk factors such as APOE alleles, SNPs and the trend in patients with EAE 
to the loss of methylation. 
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La enfermedad de Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa más común a 
nivel mundial. Su manejo, cada vez más costoso, tiene repercusiones en la 
sociedad y salud pública de países en vías de desarrollo en los que se presenta un 
aumento de la expectativa de vida y con ello un aumento en la probabilidad del 
desarrollo de la enfermedad [1]. Se estima que en el año 2020 en Colombia el gasto 
monetario mínimo directo en la EA estará en el orden de 3 billones de pesos 
anuales, y con el sistema de salud público actual solo se lograría cubrir el 16% de 
los casos pese a su importancia y los gastos que puede generar, esta enfermedad 
continúa hasta la fecha sin ningún tratamiento efectivo [1]. 
La complejidad de la interacción de los diversos factores genéticos y ambientales 
hacen imposible predecir si una persona va a presentar o no la Enfermedad de 
Alzheimer con base en factores genéticos [2].En la actualidad se reconoce que 
mecanismos epigenéticos, específicamente la metilación del ADN, juegan un rol en 
el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (EA) más importante de lo que se 
pensaba inicialmente, y más de lo atribuido a los polimorfismos genéticos 
individuales [3]. A pesar de esto, la epigenética de enfermedades 
neurodegenerativas tiene muchos vacíos en el conocimiento por la falta de 
investigaciones que tengan en cuenta la población colombiana en EA y los diversos 
factores de riesgo genéticos y epigenéticos encontrados en otras poblaciones a 
nivel mundial, ítem que se ha subrayado reiteradamente, y que solo pocos estudios 
han tomado en cuenta. Cabe destacar los esfuerzos del grupo de Neurociencias 
de la Universidad Nacional que ha reportado asociaciones en estudios paciente-
control entre genes reportados en estudios GWAS y la patogénesis de la 
enfermedad, además se han encontrado polimorfismos de un solo nucleótido ( 
SNPs) que están asociadas con la EAE  para la población colombiana, y se han 
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propuesto de nuevos métodos más accesibles y menos invasivos así como la 
propuesta de nuevos biomarcadores que ayuden en el diagnóstico de la 
enfermedad [4]. 
Actualmente se considera la importancia de la genética en esta enfermedad para 
el desarrollo de biomarcadores y posibles blancos terapéuticos, entre los factores 
de riesgo genéticos identificados a nivel mundial se destaca el gen APOE 
(apolipoproteína E), que posee tres alelos polimórficos (ε2, ε3 y ε4), donde el alelo 
ε3 es el más común en la población (78%), el alelo ε2 es el menos común (7%) y 
se asocia con protección contra EA y el alelo ε4 está presente en un 15% de la 
población asociado con el riesgo de desarrollo de EAE [5, 6]. La presencia del alelo 
ε4 en los pacientes con EA es mayor de 50%, lo cual hace a los portadores de un 
alelo APOE ε4 de tres a cuatro veces más susceptibles de desarrollar la 
enfermedad que aquellos que no poseen este alelo [7]. 
A pesar de que el alelo APOE ε4 sigue siendo identificado como el principal factor 
de riesgo genético para EA, no existe un consenso de cómo éste alelo aumenta el 
riesgo de la enfermedad, y se desconoce el mecanismo por el cual ejerce su efecto. 
Quienes son portadores del alelo ε4 en algunos casos no manifiestan 
consecuencias asociadas con EA y permanecen cognitivamente sanos en su vejez, 
lo cual indica que la presencia del alelo ε4 no es necesaria ni suficiente para causar 
EA [8]. Lo anterior indica que APOE y el alelo ε4 pueden tener funciones 
adicionales, implicadas más allá de ser solo una región codificante para una 
proteína, y este podría estar involucrado en algún tipo de regulación transcripcional, 
mediada por la metilación del ADN [9]. 
A través de estudios GWAS ( Genome-Wide Association Studies)  e EWAS ( 
Epigenetic-Wide Association Studies) realizados con diferentes poblaciones a nivel 
mundial se han encontrado nuevos factores genéticos  asociados a la enfermedad 
de Alzheimer, junto a ellos han salido a  luz nuevos genes como el caso de BIN1, 
ANK, CLU, RHBDF2 y otros loci que están asociados de alguna manera en la 
fisiopatología de la enfermedad y además presentan patrones epigenéticos 
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significativos, sin embargo estos genes no han sido estudiados para la población 
colombiana [10]. 
Entre los diversos estudios disponibles actualmente se reporta una tendencia 
general hacia la hipometilación del ADN con el proceso de envejecimiento en casi 
todos los tipos celulares, consistente con el descenso de la enzima DNMT1, 
encargada del mantenimiento de los sitios de metilación del ADN en los 
denominados dinucleótidos CpG [11]. En la enfermedad de Alzheimer se observa 
que esta metilación del ADN y la enzima DNMT1 están alterados significativamente 
en neuronas de la capa II de la corteza entorrinal, además de estar asociados en 
estas alteraciones muchos loci, se observan patrones de metilación del ADN en 
zonas específicas del cerebro y en algunos tejidos. Dentro de estos genes está el 
gen APOE  que posee dos islas CpG una ubicada en el promotor que da inicio a la 
transcripción 5’ y una isla CpG ubicada sobre el exón número IV 3’ UTR,  donde se 
da la identidad a las diferentes variantes alélicas de APOE, además estudios 
recientes muestran un descenso en la metilación en general en esta isla CpG [9]. 
Por otro lado, el gen BIN1 es un gen que codifica para adaptadores tipo BAR, posee 
un variado set de funciones celulares entre las que se encuentran la dinámica de 
microtúbulos, la formación del endosoma y la regulación de puntos clave dentro los 
dos principales fenotipos de la EAE, la hiperfosforilacion de TAU y la regulación de 
formación de proteína B amiloide [12–14]. Adicionalmente se ha reportado 
recientemente como un gen susceptible con una expresión y metilación diferencial 
al inicio de la enfermedad de Alzheimer mediante estudios de GWAS (Genome-
wide association studies) [15] y EWAS ( Epigenome-wide association studies) [10]. 
En estos se lograron identificar varios SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
relacionados al gen en diferentes poblaciones, como la caribeña, la asiática, la 
caucásica y en trabajos anteriores del grupo de neurociencias de la Universidad 
Nacional de Colombia se identificó un SNP asociado a la enfermedad. A nivel 
epigenético sólo se han reportado dos dinucleótidos CpG con una metilación 
diferencial en poblaciones caucásicas y asiáticas [16] , actualmente este gen es 
considerado el segundo más importante factor genético de susceptibilidad después 
de APOE, y  se sugiere ampliar los estudios para encontrar los patrones de 
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metilación en otros tejidos como sangre periférica y en otras poblaciones como la 
latinoamericana [15, 17]. 
En este trabajo se analizaron los patrones de metilación del ADN de la isla CpG de 
APOE y una región genómica de BIN1 en sangre periférica de una muestra de 
pacientes con Enfermedad de Alzheimer Esporádica y controles sanos del 
Biobanco de Demencias del Instituto de genética de la Universidad Nacional de 
Colombia. Mediante la metodología Bisulfite Sequencing PCR se evaluaron 
factores de riesgo como el diagnóstico, alelos de APOE ε2, ε3, ε4, y SNP asociados 
a la enfermedad. Los resultados fueron analizados bajo un modelo de regresión 
beta y regresión logística, donde se identificaron CpG individuales en BIN1 y APOE 
las cuales tienen una asociación en la patogénesis de la Enfermedad de Alzheimer 
Esporádica en la población colombiana. Adicionalmente, se realizó en un tejido 
accesible como lo es la sangre periférica, donde es posible identificar algunos 
hallazgos de patrones de metilación de ADN que pueden encontrarse en cerebros 
y otros tejidos, mostrando así la utilidad y necesidad de estudiar la metilación de 
ADN en sangre periférica en enfermedades neurodegenerativas para generar 









1. Capítulo 1: Marco Teórico. 
1.1 Enfermedad de Alzheimer, APOE y BIN1: 
La enfermedad de Alzheimer fue descrita por primera vez en 1906 y solo hasta 
1976 fue reconocida como una causa de demencia y una causa de muerte [18]. 
Esta enfermedad pertenece al grupo de enfermedades neurodegenerativas 
conocidas como demencias que afectan un estimado de 50 millones de personas 
a nivel mundial a 2018, y para las américas cerca de 9,4 millones de personas 
estaban afectadas en 2015 [19]. A causa del incremento en el envejecimiento de la 
población actual se estima que este número aumente a 82 millones para 2030 y 
152 millones de personas para el 2050. En 2015 el 58 % de los afectados vivía en 
países de bajos y medianos ingresos  como Colombia, este porcentaje se espera 
aumente en un 68 % para 2050, sin embargo en países de altos ingresos como 
Estados Unidos e Inglaterra la prevalencia de demencias ha tenido un descenso, 
debido a los cambios en los perfiles de los factores de riesgo, sugiriendo que estas 
enfermedades podrían ser prevenibles [20]. 
Considerando el rubro económico que las demencias costaron al sistema de salud 
a nivel mundial con 828 billones de dólares en 2015, para el 2018 se espera que 
este valor crezca a un trillón de dólares y a 2 trillones para el 2030, superando el 
gasto generado por enfermedades vasculares y cáncer. Por esta razón, la 
Enfermedad de Alzheimer (EA) además de tener un fuerte impacto en los 
pacientes, familiares y los cuidadores, también genera una gran carga en la salud 
pública pues los costos asociados con el cuidado y tratamiento de la demencia, 
están sobre el trillón de dólares para este 2018, por este motivo la EA y en general 
las demencias son probablemente uno de los problemas de salud pública global 
más importantes al que nos enfrentaremos corto y mediano plazo [19, 21–23]. 
La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada la forma más común de 
demencia y se estima que del 60 % al 80 % de los casos de pacientes que padecen 
una demencia corresponden a este diagnóstico [21]. Clínicamente la enfermedad 
se caracteriza por el deterioro de las funciones cognitivas, como la resolución de 
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problemas y las habilidades atencionales. Con el avance de la enfermedad se 
puede presentar disfunción del lenguaje y cambios fuertes en la personalidad, lo 
que lleva eventualmente a la pérdida de la autonomía del paciente, y a la necesidad 
de cuidado médico tiempo completo [22]. 
A nivel celular la enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de 
placas seniles causadas por la acumulación de péptidos de origen beta amiloide 
(Aβ) y los denominados ovillos neurofibrilares causados por la hiperfosforilación de 
la proteína Tau, esto genera en el paciente pérdida de funciones cognitivas que 
con el progreso de la enfermedad llevan a pérdida de funciones ejecutivas y la 
muerte [6]. Existen dos tipos de Enfermedad de Alzheimer, la primera denominada 
de inicio temprano, enfermedad de Alzheimer Familiar (EAF) o EOAD por sus siglas 
en inglés (Early-Onset Alzheimer´s Disease) la cual se caracteriza por iniciar antes 
de los 65 años y la presencia en la población es de solo un 5% [6]. El segundo tipo 
y a la cual se le atribuye el 95% de los casos es la denominada enfermedad de 
Alzheimer Esporádico (EAE) o por sus siglas en inglés LOAD (Late-Onset 
Alzheimer´s Disease) donde la enfermedad inicia después de los 65 años y no 
posee un patrón de herencia mendeliano, por el contrario se le considera una 
enfermedad compleja, donde múltiples factores genéticos y ambientales entran en 
juego. Hasta el momento el factor de riesgo genético atribuido a esta enfermedad 
es el gen APOE y le sigue en importancia el gen BIN1 [21, 24, 25]. 
Para la primera forma de Alzheimer, EAF, se ha encontrado que posee una forma 
de herencia autosómica dominante, con mutaciones raras y una penetrancia mayor 
al 85%. Las mutaciones son puntuales para los genes de la proteína precursora 
amiloide (APP), presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2), todos con impacto 
en el mecanismo de clivaje de APP y la acumulación de péptidos amiloides-β, 
principal punto de discusión para la hipótesis de la cascada   amiloide-β [6, 21]. 
Bajo esta hipótesis, APP es procesada mediante una proteólisis en dos vías 
diferentes, la vía no amiloidogénica o la amiloidogénica, que al finalizar producen 
péptidos diferentes. En la vía no amiloidogénica, APP es procesada por α- y γ-
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secretasa, produciendo péptidos no patogénicos (sAPPα y el fragmento α-C-
terminal) [26]. Mientras en la vía amiloidogénica, en las neuronas, el procesamiento 
de APP es llevado a cabo por β-secretasa y γ-secretasa, que producen una mezcla 
de péptidos con diferentes tamaños y dos especies principales Aβ: Aβ 1-40 (90%) 
y Aβ 1-42 (10%) [26, 27]. Los fragmentos Aβ 1-42 tienden a agregarse y 
predominan en las placas seniles o placas amiloides de los cerebros de pacientes 
con EA. Aproximadamente 30 mutaciones en APP han sido descritas, todas 
afectando el procesamiento de APP para la producción de la forma Aβ 1-42 [25, 
28]. La proteína APP tiene una alta tasa de expresión en el Sistema Nervioso 
Central (SNC), especialmente en las neuronas, mientras Aβ es abundante en el 
fluido cerebro-espinal con concentraciones de 10 a 20 ng/ml, y en niveles menores 
en el plasma [26, 27]. 
Por otro lado, para EAE -forma más común en la población-, además del probable 
origen amiloide existe la hipótesis Tau, donde se observa la formación de ovillos 
neurofibrilares, que se forman por la hiperfosforilación de la proteína Tau la cual 
está involucrada en el ensamblaje de microtúbulos y está presente en una alta 
carga en los axones de las neuronas;, bajo condiciones patológicas la acumulación 
de Tau daña los axones neuronales produciendo rupturas y muerte celular [29]. 
Para esta hipótesis también se ha considerado el hecho que Tau está sometida a 
diferentes modificaciones epigenéticas como metilación en arginina y lisina, 
acetilación de lisina y ubiquitinaciones, además existe una asociación entre su 
presencia y la progresión de la enfermedad, haciendo que esta proteína sea uno 
de los potenciales marcadores de EAE [29]. Sin embargo, este tipo de Alzheimer 
se considera una enfermedad compleja, donde existen otras marcas 
neuropatológicas y neuroquímicas, como la pérdida de sinapsis, la muerte neuronal 
selectiva y el decrecimiento en marcadores de ciertos neurotransmisores. Las 
neuronas son especialmente vulnerables en EA, aquellas en la capa II de la corteza 
entorrinal, las capas piramidales del hipocampo y ciertas áreas de la neocorteza 
temporal, parietal y frontal, tienen una mayor susceptibilidad [22]. Al considerarse 
una enfermedad compleja no existe un factor que indique con certeza si una 
persona va o no a desarrollar la enfermedad;, se han logrado establecer factores 
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de riesgo genéticos que incrementan el riesgo de desarrollo, el más conocido y que 
representa un mayor riesgo es el gen APOE [5]. 
APOE es un gen localizado en el cromosoma 19 y que consiste en 4 exones, fue 
reconocido como factor de riesgo para EAE por primera vez en 1993 por Corder et 
al., [30] y se ha validado a nivel mundial en diversos estudios [31]. Este gen posee 
dos islas CpG bien definidas cuya alteración depende de los procesos de metilación 
que allí ocurren, la primera de ellas se encuentra en el promotor del gen y la 
segunda en el exón número IV donde se da la diferenciación de los tres alelos 
APOE (ε2, ε3 y ε4), que afectan el riesgo de una manera dependiente de la dosis. 
El alelo ε4 se asocia con riesgo de EAE y un 40 a 65% de pacientes es portador de 
al menos un alelo ε4, los portadores de este alelo ε4 tienen hasta tres veces más 
probabilidades de desarrollar la enfermedad, mientras que tener dos copias, es 
decir, ser ε4/ε4 está asociado con  hasta 10 veces más probabilidad de desarrollo 
de la enfermedad [9, 31, 32]. El alelo ε2 de APOE se asocia con protección y un 
descenso en la probabilidad de desarrollo de la enfermedad; el alelo ε3 se 
considera un término medio de funcionalidad de la proteína [22, 32, 33]. Los tres 
alelos de APOE corresponden genéticamente a las isoformas de la proteína 
(ApoE2, ApoE3 y ApoE4), diferentes por los aminoácidos en las posiciones 112 y 
158, definidos por la combinatoria de los polimorfismos en los rs429358 para el 
alelo ԑ4, y rs7412 para el alelo ԑ2, estas diferencias alteran la asociación con 
lípidos, receptores y la estructura de la proteína. La isoforma ApoE4 está asociada 
con riesgo de desarrollo de EAE, por su implicación en la agregación de placas 
seniles de Aβ, procesamiento de Lipoproteínas de baja densidad (LDL) y toxicidad 
neuronal, por otro lado, la isoforma ApoE3 se asocia a funciones normales en el 
cerebro, como transporte de colesterol y la correcta eliminación de péptidos Aβ [7, 
31]. 
A pesar de tener como principal factor de riesgo el alelo ε4 de APOE para la 
predicción de la EAE, en el ámbito clínico su uso es limitado, debido a que este no 
es necesario ni suficiente para causar la enfermedad y solo cuenta para aumentar 
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la probabilidad de desarrollo de la enfermedad en un 30%, y más del 70% de los 
individuos que poseen solo un alelo ε4 no desarrollan la enfermedad, lo que sugiere 
que existen otros factores genéticos y ambientales que aumentan el riesgo de EAE 
[2, 22, 32–34]. En la búsqueda de factores de riesgo asociados a EAE se han 
realizado estudios de GWAS (Genome-wide association studies) e EWAS 
(Epigenome-wide association studies) que complementan la información genética 
existente y muestran nueva información genética y epigénetica sobre múltiples 
SNPs y CpG asociados a la enfermedad. Además, estos estudios sugieren posibles 
vías que pueden estar siendo afectadas en EAE, como procesos de membrana 
plasmática, citoesqueleto, homeostasis de lípidos, señalización sináptica, procesos 
de células inmunes y procesos mitocondriales [35]. Con estos estudios se han 
identificado más de 20 loci relacionados con genes que podrían estar asociados 
con el riesgo genético para EAE [10, 16, 36]. Sin embargo, hasta el momento 
ninguno de estos genes ha tenido un efecto sobre el riesgo de EAE como el 
provocado por el alelo ε4 de APOE [32]. 
El segundo factor de riesgo en importancia según la base de datos AlzGene  y los 
metanálisis realizados es BIN1 [12, 37]. Este gen se localiza en el cromosoma 2 y 
posee al menos 20 exones dependiendo de la isoforma, posee un arreglo de 
variantes por splicing que resulta en 10 posibles isoformas para el gen, cada una 
de estas asociadas con un tipo de tejido y diferentes enfermedades [12, 24, 37]. 
Recientemente se ha mostrado que BIN1 juega un rol importante en la EA, en 
primera medida por la modulación de la patología de la proteína TAU, afectando 
funciones celulares como la endocitosis, el transporte vesicular, los procesos 
inflamatorios, la homeostasis de calcio y la apoptosis [24]. Además de su 
implicación en la hipótesis de Tau, BIN1 también ha mostrado una función en el 
tráfico y producción de péptidos amiloides-β. En cuanto a su producción, BIN1 
muestra modificaciones epigenéticas que sugieren la importancia que estos 
mecanismos tienen sobre su expresión y la de sus diferentes isoformas [24, 38].La 
acción de BIN1 puede modular Tau en la patogénesis de EA en estados pre 
patológicos, donde existe un efecto dependiente sobre Tau que explica la estrecha 
relación por la cual BIN1 influye críticamente Tau, donde elevados niveles de BIN1 
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incrementan el riesgo de EA aumentando la patología de Tau. Además, se muestra 
su potencial terapéutico en los ensayos donde un knockdown de BIN1 suprime 
significativamente la neurotoxicidad de Tau en el modelo de Drosophila 
melanogaster [15]. 
La expresión alterada de BIN1 se ha demostrado en el proceso de envejecimiento 
de ratones, en modelos de ratones transgénicos con EAE y cerebros con la 
enfermedad., Sin embargo, esta expresión no es explicada por la variación en la 
secuencia en el locus BIN1, el gen posee una isla CpG en el promotor, y una región 
cercana ubicada hacia el extremo 3´UTR donde se reporta metilación diferencial 
para pacientes con la enfermedad en poblaciones caucásicas, los eventos de 
metilación en estas zonas pueden llevar a la inactivación y silenciamiento del gen 
[10]. Para poblaciones hispanas solo se han mostrado SNP de BIN1 que se 
encuentran asociados con la EAE en poblaciones caribeñas y un trabajo previo del 
grupo de investigación de Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia. 
En cáncer la pérdida de BIN1 es común y más frecuente que las alteraciones 
genéticas, sugiriendo la importancia de los reguladores epigenéticos [39, 40]. 
A diferencia de APOE, donde existe una gran cantidad de datos en el contexto de 
EAE, para BIN1 se conoce muy poco de su función en la patogénesis de la 
enfermedad, y esto requiere más investigación. Aunque existen potenciales 
moleculares y cascadas donde se involucra BIN1, como la patología de TAU, la 
endocitosis de APP y procesos inflamatorios a nivel cerebral, aún no se ha 






1.2 Epigenética y Mecanismos Epigenéticos. 
La epigenética se puede definir como el estudio de los cambios en la actividad 
génica que no pueden ser atribuidos a un cambio en la secuencia del ADN  [38, 
41–43]. Se considera que estos cambios son el mecanismo por el cual el ambiente 
influye en la genética [3]. Las modificaciones epigenéticas explican la variedad de 
tipos celulares y tejidos existentes, a partir de células totipotenciales con la misma 
información genética, puesto que todos los genes que contiene cada célula no son 
expresados al mismo tiempo y en las mismas cantidades por los diferentes tipos 
celulares [44, 45]. Estas modificaciones que ocurren en células específicas de 
diferentes tejidos, locis específicos y genes, ayudan a las células a lograr su 
identidad celular final, y pueden ser parte de una red que involucra y regula muchos 
genes y tejidos al mismo tiempo como el proceso natural de envejecimiento, el 
cáncer o el desarrollo embrionario [46, 47]. 
El principal efecto de estas modificaciones se da sobre la función y el fenotipo ya 
que pueden aumentar los niveles de expresión de genes o inhibir la expresión de 
estos y llevar a situaciones favorables o perjudiciales para células específicas de 
un mismo órgano, afectando así todo el sistema involucrado, es así como cambios 
epigenéticos en la regulación de la expresión de genes, causan inconvenientes 
metabólicos, fisiológicos y estructurales en células específicas, y aquellas que no 
sufren estos cambios permanecen con una funcionalidad normal [48]. 
Dentro de los principales mecanismos epigenéticos se encuentran las 
modificaciones y variantes de histonas y nucleosoma, los ARNs no codificantes y 
la metilación del ADN, y cualquier tipo de alteración en estos mecanismos puede 
afectar procesos nucleares, procesos transcripcionales y desencadenar en 
sobreexpresión o silenciamiento génico [38, 44]. 
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1.3 ARNs no Codificantes. 
Con el descubrimiento de los ARN no codificantes, como los micro ARNs se 
resolvió el problema que se poseía sobre como las marcas epigenéticas 
provocadas por las modificaciones en las histonas y la metilación del ADN, tenían 
posiciones específicas en el genoma [44, 49]. Estos ARN en su presentación micro 
con aproximadamente 22 pb son potenciales modificadores y reguladores de la 
expresión génica mediante la interacción en un proceso denominado como 
silenciamiento génico transcripcional en el núcleo, donde no solo guían el ensamble 
de la heterocromatina y el silenciamiento génico [50], sino que también pueden 
llevar a la eliminación programada de ADN especifico en algunas especies [51]. 
Este proceso se sugiere ha evolucionado para proteger al genoma de daños 
provocados por virus y como un control de calidad en el genoma [52].  
1.4 Modificaciones de Histonas 
Las proteínas que conforman las histonas, sus cambios conformacionales y 
estructurales empezaron a ser importantes desde 1960 [53], allí se mostró como la 
acetilación de estas proteínas es capaz de alterar la expresión génica, evitando 
que la maquinaria transcripcional tenga acceso al gen, generando modificaciones 
en la cromatina y llevando al silenciamiento del gen [54].  
El descubrimiento de este fenómeno y otros mecanismos como la ubiquitinación, 
fosforilación, metilación, sumolación, citrunilación, capaces de alterar los estados 
de cromatina llevando a la represión sistemática de genes, sugirió la propiedad de 
estas proteínas de llevar información epigenetica y de cómo patrones 
combinatorios de estos mecanismos podrían llevar a distintos resultados 
biológicos, a esta hipótesis se le denominó como el código de las histonas [44]. 
La asociación entre estas modificaciones y la metilación del ADN se estableció con 
la represión por metilación en proteínas de unión a grupos metilo como MeCP2 que 
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interactúa con HDAC, una proteína encargada de desacetilar histonas para reclutar 
un co-represor SIN3A proteína encargada de la regulación transcripcional y llevar 
a un estado de represión de la transcripción [55]. Además, se probó que cuando la 
proteína de histonas H3K9 posee un grupo metilo promueve la metilación del ADN, 
probando una interdependencia entre las modificaciones en las histonas y la 
metilación del ADN [56].   
1.5 Metilación del ADN 
El proceso de metilación del ADN se realiza en los dinucleótidos CpG y es realizado 
por enzimas de la familia de ADN metiltransferasas (DNMTs), DNMT1, DNMT2, 
DNMT3a, DNMT3b y DNMT4, cuya función es transferir un grupo metilo del S-
adenil metionina (SAM), al quinto carbono de una citosina para formar una 5mC 
[45]. La enzima DNMT1 es la enzima de metilación que se encuentra expresada en 
más altos niveles en todos los tejidos, y está involucrada con el proceso de 
mantenimiento de la metilación de ADN posterior a la replicación, esta enzima 
mantiene la metilación existente en las nuevas hebras generadas en las células de 
animales y plantas, copia el mismo patrón de metilación del ADN de la hebra madre, 
a la hebra hija [57]. Por otra parte las enzimas DNMT3a y DNMT3b generan 
metilación completamente nueva, y pueden llegar a otorgar metilación a sitios que 
anteriormente no estaban metilados [45] y la enzima DNMT2 posee actividad de 
metilación, forma complejos que son resistentes a la denaturación del ADN y es 
considerada la metiltransferasa del ARN [58, 59]. 
La metilación del ADN se da con una predominancia en citosinas seguidas por 
guaninas o CpG, también se puede dar en otras combinaciones de nucleótidos 
como Citosinas seguidas por Adenina, Citosinas seguidas por Timina o Citosinas 
seguidas por Citosinas, pero es mucho menos frecuente [57]. Las enzimas  
encargadas de la metilación agregan un grupo metilo al quinto carbón del anillo de 
pirimidina, esto se denomina 5-metilcitosina (5mC), su principal función es la 
supresión de la expresión génica, ya que puede alterar la transcripción de forma 
directa generando interferencia en los sitios de unión a factores de transcripción, 
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sitios de reconocimiento como promotores o pueden reclutar represores de la 
transcripción, como proteínas de unión al grupo metilo de CpG (MeCPs) como 
MeCP2 [38, 57]. Cuando estas proteínas se unen a ADN metilado, reclutan 
enzimas modificadoras de histonas que inducen un estado de cromatina más 
condensado e inhiben la transcripción génica [48]. Aunque la teoría indica que los 
genes altamente metilados tendrían que estar reprimidos y que genes que no 
tuvieran metilación o cuya metilación descendiera tendrían que estar con una 
expresión aumentada o con sobreexpresión con respecto al reprimido, se conocen 
excepciones, así que sin importar el estado de metilación del gen que se analice  
es necesario realizar una validación funcional de la expresión génica y los niveles 
de proteína en tejido [11]. Otro fenómeno que se puede encontrar es la 
demetilación de las 5mC vía pasiva o activa, en la vía pasiva las 5mC diluyen su 
estado de metilación por el proceso de replicación del ADN, y en la vía activa las 
enzimas TET (ten-eleven translocation enzymes) TET1, TET2, y TET3 modifican 
las 5mC vía oxidación [60], estas enzimas realizan un proceso de oxidación en la 
citosina, convirtiendo una citosina metilada 5mC en una citosina hidroximetilada 5-
hmC, que posteriormente se oxida más y pasa a ser formil citosina 5fC, y finalmente 
carboxil citosina 5caC, que puede ser cambiada o excluida por timina vía  
glicosilación por la enzima ADN glicosilasa [57, 61, 62]. Cada uno de los estados 
de estas citosinas puede tener un efecto en la función, transcripción y formación de 
isoformas vía splicing de la proteína, recientemente se ha mostrado que existen 
altos niveles de 5-hmC en el cerebro con muchas variaciones de acuerdo a la 
región cerebral analizada [63–65], además las 5hmC juegan un papel importante 
en la regulación tanto de la cromatina como de los genes implicados [35, 63, 66]. 
La metilación del ADN ha sido ampliamente estudiada y se considera una 
característica epigenética conservada en animales, encontrando que un 80% de 
dinucleótidos CpG dentro del genoma humano están metilados, sin embargo, esta 
metilación puede encontrarse en sitios codificantes o no, y los estudios realizados 
al momento se enfocan en regiones ricas en CpG denominadas islas CpG y en 
regiones promotoras también ricas en estos dinucleótidos [57, 67]. 
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Las islas CpG son regiones cortas interespaciadas de ADN que poseen un 
enriquecimiento de la proporción Guanina-Citosina según Gardiner-Garden, las 
islas CpG o CGIs se definen como una región genómica de aproximadamente 1000 
pares de bases de longitud con un contenido de Guanina + Citosina mayor o igual 
al 50% [68, 69]. También tenemos las playas CpG donde se encuentra la mayoría 
de metilación tejido-específica, estas playas CpG se definen como regiones ricas 
en G+C que pueden localizarse hasta a 2000 pares de bases corriente arriba o 
corriente abajo de las islas CpG [70]. Los patrones de metilación de las playas CpG 
están correlacionados con la reducción en la expresión génica, se encuentran 
conservados y contribuyen en el proceso de identidad celular [71]. 
La mitad de las islas CpG concuerdan con las regiones promotoras de los genes y 
se encuentran presentes en un 70% de todos los genes humanos, y la otra mitad 
puede ser encontrada en regiones exónicas o intergénicas [72–74]. 
Puesto que las islas CpG son conservadas en vertebrados y tienen una posición 
que puede afectar la expresión génica, en términos evolutivos estas regiones 
poseen una importancia funcional a nivel genómico. Los dinucleótidos CpG 
aparecen en una frecuencia de cinco a seis veces menor de la esperada y se estima 
que estos dinucleótidos  5mC y 5hmC debido a su inestabilidad por los eventos de 
demetilación poseen una tasa de mutación del 10 al 50%, efecto denominado CpG 
decay puede afectar la aparición de nuevas variantes y generar procesos 
microevolutivos [45, 75–78]. Se ha demostrado que una 5mC se deamina hasta 2.2 
veces más rápido que una citosina sin metilación en el ADN [79] y la sustitución de 
dinucleótidos CpG/CpG en TpG/CpA ocurre en una tasa que es 10 a 50 veces más 
alta que otros procesos de sustitución de nucleótidos, este es el efecto denominado 
CpG decay que explica cómo los genomas de mamíferos poseen una baja 
presencia de CpG [80]. 
Los productos de la deaminación de ambas citosinas son diferentes, mientras que 
la citosina normal es deaminada y convertida en uracilo, la 5mC es deaminada y 
convertida en timina, posteriormente el mecanismo de reparación del ADN 
mismatch U/G, reconoce el uracilo producto de la deaminación normal de la citosina 
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como un nucleótido mutado, ya que no está presente en una secuencia normal de 
ADN y lo sustituye por una citosina, mientras la timina generada por la deaminación 
de la 5mC puede no ser reconocida como un mismatch por la enzima encargada 
de la corrección T/G ya que esta enzima suele ser menos eficiente y el mismatch 
generado puede ser transmitido a la siguiente generación [81, 82].Además, las 
5mC, pueden introducir mutaciones con más frecuencia, dependiendo si el sistema 
de reparación está o no activado [72].  
Una excepción a este fenómeno que ocurre en dinucleótidos CpG es el caso de las 
islas CpG, que muestran niveles de CpG con la frecuencia esperada, es decir, 
proporciones esperadas de Guanina+Citosina mayores o iguales a 50%, debido a 
que en su mayoría están hipometiladas, lo que podría protegerlas de los efectos 
del CpG decay [72, 80]. 
En este sentido las islas CpG promueven la expresión mediante la regulación de 
unión de factores de transcripción y la estructura de la cromatina, puesto que 
contienen menos nucleosomas que otros sitios del ADN [45, 83]. Aunque en su 
mayoría las islas CpG que concuerdan con regiones promotoras carecen de 
metilación (hipometiladas), esto puede explicarse por la protección de los 
promotores contra las ADN metiltransferasas por medio de varias proteínas que no 
permiten su unión como Sp1, E2F, CTCF [84]. Sin embargo una pequeña parte (3-
4%) de los promotores que presentan islas CpG, se han encontrado con una 
metilación alta (hipermetilación) principalmente en tejidos somáticos, que a medida 
que adquieren su identidad celular van siendo metilados [84–86] y los promotores 
con un contenido de CpG reducido tienden a tener una hipermetilación [84, 87]. 
Los estudios realizados hasta el momento han tratado de mostrar la relación de la 
metilación del ADN y la regulación génica, y se centran en el análisis de islas CpG 
asociadas a promotores, algunos estudios reportan que el cambio en el porcentaje 
de metilación de estas islas está correlacionado de manera inversa con el nivel de 
expresión génica [88, 89], y otros estudios muestran que no existe una correlación 
entre la metilación de las islas CpG y la expresión de los genes asociados, entonces 
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no existe un consenso de cómo afecta realmente la metilación de las islas CpG la 
expresión génica [84, 90, 91]. 
1.6 Metilación del ADN y Enfermedad de Alzheimer. 
La alteración de genes específicos por la metilación del ADN se ha relacionado con 
la EA, esta enfermedad es considerada de tipo complejo, es decir, existen 
numerosos factores de riesgo tanto genético como ambientales que influyen en la 
expresión de los genes implicados en la patogénesis, como la acumulación 
intracelular de proteína Tau hiperfosforilada, la acumulación extracelular de 
proteína β-amiloide y la formación de cuerpos de Lewy [6, 31]. Cabe aclarar que 
solo las mutaciones que inducen agregados de  amiloide-β, tienen la penetrancia 
necesaria para generar un alto riesgo de desarrollo de la enfermedad y que los 
demás genes asociados en estas vías no poseen esta penetrancia, a estos genes 
se les atribuye un riesgo de entre 3-4% cada uno, que pueden ser aditivos al riesgo 
proporcionado por la presencia del alelo ε4 de APOE [48].  Por esto se ha iniciado 
el estudio de otro tipo de variaciones genéticas y epigenéticas que ayuden explicar 
la condición [92]. 
El factor de riesgo más importante para el desarrollo de la enfermedad es la edad, 
factor que se asocia con el proceso natural de pérdida de metilación por el 
envejecimiento que conlleva a patrones de metilación anormales que pueden 
desencadenar en el inicio de la enfermedad [57, 93]. Aunque diversos estudios 
demuestran la existencia de una metilación global anormal en pacientes con EA, 
no hay una clara conclusión, puesto que existen tendencias a la baja metilación 
como a la alta metilación del ADN, dependiendo tanto del tejido como de los genes 
estudiados. El descenso de la metilación con la edad, concuerda con la baja en la 
expresión de la enzima DNMT1, responsable del mantenimiento de la metilación 
del ADN en los sitios CpG [94], lo que ha llevado a la conclusión de que 
probablemente esta hipometilación presentada a nivel general en el genoma puede 
estar relacionada con el déficit de DNMT1 [11, 38, 47]. En pacientes con EA se 
observa que la metilación del ADN y los factores como DNMT1 se encuentran 
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significativamente reducidos en regiones específicas del cerebro, con un mayor 
impacto en las neuronas de la capa II de la corteza entorrinal [11, 95]. 
Los estudios más recientes de GWAS e EWAS han identificado una asociación 
entre la metilación del ADN y la enfermedad de Alzheimer EAE en numerosos loci, 
más de 20 a la fecha junto con polimorfismos de un solo nucleótido, algunos de 
ellos consistentes a lo largo de múltiples cohortes en estudios longitudinales para 
poblaciones caucásicas, [10, 96, 97] también muestran cambios de metilación del 
ADN en regiones específicas del cerebro y en sangre [57]. 
En el caso de cerebro, se han analizado 12 regiones para identificar metilación 
anormal del ADN en modelos de ratón para Alzheimer, patrones que también se 
encuentran presentes en pacientes con EA. Se identificaron 3 genes que estaban 
con una hipermetilación tanto en el modelo de ratón como en humanos con EA, 
TBXA2R, SORBS3 y SPTBN4  [98]. Los patrones encontrados hasta el momento 
se han verificado en poblaciones norteamericanas o europeas, y en muchos casos 
no se ha realizado la validación funcional de estos genes, además algunos de los 
genes candidatos al ser probados en otros tejidos que no son cerebrales, poseen 
un patrón de metilación inverso al encontrado en tejido cerebral o no presentan una 
diferencia significativa [11, 99, 100]. En sangre periférica, un tejido accesible y no 
invasivo para el análisis, no se muestra una tendencia clara, existen tanto 
tendencias a la hipermetilación como a la hipometilación dependiendo del gen 
evaluado, además los cambios de la metilación en sangre son dependientes del 
tiempo, en un lapso de 16 años, un mismo individuo muestra hasta un 20% de 
cambio en la tasa de metilación con respecto a la medida anterior [101]. El gen  
APOE en sangre periférica ha mostrado una tendencia a la hipometilación en la 
región del Exon IV en pacientes norteamericanos con Enfermedad de Alzheimer 
según el más reciente estudio [102]. 
Para la población colombiana se ha publicado a la fecha un único estudio de 
metilación en sangre periférica, por parte del grupo de Neurociencias de la 
Universidad Nacional de Colombia, el cual no mostró diferencias significativas en 
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los genes de la familia LINE-1 ( Long Interspersed Nuclear Elements) [103]. Los 
demás loci factores de riesgo, como APOE y BIN1, en los cuales se ha mostrado 
hipometilación e hipermetilación en otras poblaciones, quedan por ser validados en 
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2.  Capítulo 2: Objetivos 
2.1  Objetivo General 
Identificar los patrones de metilación en las islas CpG de los genes APOE y BIN1 
en sangre periférica de pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer. 
2.2 Objetivos Específicos 
 Comparar los patrones de metilación en la isla CpG del exón 4 del gen APOE 
en pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer y en controles 
sanos. 
 Comparar los patrones de metilación en una región genómica del gen BIN1 
en pacientes colombianos con enfermedad de Alzheimer esporádico y en 
controles sanos. 
 Relacionar los factores de riesgo genéticos conocidos con los patrones de 








3. Capítulo 3: Materiales y Métodos 
3.1 Muestra de Estudio 
El análisis de metilación del ADN en sangre periférica se efectuó en 50 pacientes 
con EAE y 50 controles, para el gen BIN1, y para el gen APOE se realizó en 46 
pacientes con EAE y 46 Controles del banco de sangre del Grupo de Neurociencias 
de la Universidad Nacional de Colombia. Para la selección de la muestra se precisó 
que los pacientes tuvieran un diagnóstico de EA por consenso de neuropsicología 
y neurología y que la edad de inicio de la enfermedad no fuera menor a 65 años 
para que correspondiera con un diagnóstico de EAE de herencia no mendeliana. 
Los controles fueron seleccionados teniendo en cuenta la misma edad de los 
pacientes, y que además no tuvieran antecedentes personales ni familiares de 
demencia, enfermedades neurodegenerativas y/o psiquiátricas. Tanto pacientes 
como controles fueron pareados por género y edad y todos fueron genotipificados 
para los alelos de APOE (ε2, ε3 y ε4) y para los SNP de riesgo de BIN1 rs744373 
y APOE rs440446. 
3.2 Ética 
La muestra de sangre de pacientes y controles fue tomada con previo 
consentimiento informado, las historias clínicas de los pacientes y controles 
permanecen de manera confidencial en las instalaciones del Instituto de Genética 
de la Universidad Nacional de Colombia. 
3.3 Extracción de ADN 
El ADN genómico fue extraído de las muestras de sangre periférica de pacientes y 
controles, con el kit ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System™ (A5082-PROMEGA) 
siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. Luego de esto el ADN 
extraído fue cuantificado en un espectrofotómetro NanoDrop 2000c de Thermo 
Scientific, usando agua libre de nucleasas como solución blanco y se almacenó a 
-4°C para su posterior conversión con bisulfito. 
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3.4 Conversión del ADN con Bisulfito de Sodio 
El ADN genómico extraído fue sometido a una conversión con bisulfito de sodio 
según los protocolos presentados en Clark et al., 2006 [104] con el kit EZ DN 
Methylation-Direct™ Kit (D5021- ZymmoResearch). Este método se usó para 
determinar la metilación de los dinucleótidos CpGs del ADN, este kit por medio de 
varias reacciones químicas, va convirtiendo las Citosinas no metiladas en uracilo 
mientras las Citosinas metiladas no cambian su composición [104]. 
Después de la conversión, el ADN obtenido es de cadena sencilla, el cual es 
fácilmente degradado, por lo que se cuantificó en el espectrofotómetro NanoDrop 
2000c usando la opción ssDNA (Single Stranded DNA) y se almacenó a ≤ -70°C 
para su posterior uso. Este ADN convertido con bisulfito, fue usado dentro de los 8 
días subsiguientes a la conversión debido a la alta tasa de degradación. 
3.5 Diseño de Primers 
Para el diseño de primers se identificó la isla CpG de APOE ubicada en el Exon IV 
del gen y la región genómica reportada diferencialmente metilada para el gen BIN1, 
en el Genome Browser de la Universidad de California Santa Cruz 
(https://genome.ucsc.edu). Las secuencias fueron descargadas, y estas fueron 
sometidas a una conversión con bisulfito in silico para generar una secuencia 
totalmente metilada. 
Sobre las secuencias totalmente metiladas obtenidas in silico de las islas CpG de 
APOE y región genómica de BIN1, se diseñaron los primers para la metodología 
de BSP (Bisulfite Sequencing PCR) siguiendo las recomendaciones para esta 
metodología propuestas por Clark et al., 2006 [104] : 
1. La longitud de los primers debe ser mínimo de 24 hasta un máximo de 30
pb para asegurar su especificidad con la cadena convertida con bisulfito.
2. Para el diseño del primer se debe considerar que tengan una temperatura
de melting (Tm) similar, y se recomienda que esté por encima de 50°C.
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3. El primer diseñado debe contener múltiples A provenientes de una C 
convertida, para asegurar la especificidad de la conversión. Ya que el ADN 
convertido contiene en su mayoría solamente 3 bases, puesto que las 
citosinas no metiladas son convertidas a uracilos y son reemplazadas por T, 
mientras las Citosinas metiladas permanecen como C.
4. Dentro del primer diseñado no deben existir dinucleótidos CpG. Esto para
evitar inconvenientes en la señal obtenida en el proceso de secuenciación y
evitar sesgos, de ser necesario por la densidad de dinucleótidos CpG y la
escasez de sitios óptimos para el diseño de primers se debe optar por el uso
de una base degenerada Y o R.
5. Debido a la alta tasa de fragmentación y degradación del ADN convertido
con bisulfito se sugiere que la longitud del Amplicón debe ser de 100 a 300
pb.
Ninguno de los software disponibles en la actualidad para el diseño de primers de 
metilación de ADN convertido con bisulfito, cumple con todos los criterios 
anteriores, por lo tanto se diseñaron de forma manual, los primers que cumplieron 
los criterios se probaron en una PCR in silico http://bisearch.enzim.hu [105] donde 
se verificó que solo se amplificaba una única y específica región correspondiente a 
las regiones de interés de APOE y BIN1. La secuencia de los primers diseñados 







38 Análisis de metilación en una isla CpG del gen APOE y en una región genómica del gen BIN1 en 
una muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer Esporádico 
 
 






Figura 3-1: Representación  estructural  del gen APOE ubicado en el brazo largo del cromosoma 
19. A) Líneas Rojas que delimitan la ubicación del gen APOE dentro del cromosoma 19. B) 
Representación esquemática de los exones que componen el gen APOE con su tamaño en pares 
de bases (pb), las líneas rojas en el Exón IV indican la región evaluada por la metodología BSP. 
C) Secuencia correspondiente al Exón IV evaluado con los dinucleótidos CpG evaluados en rojo, 
arriba de cada dinucleótido está el ID asignado por el software ESME para el análisis. 
Figura 3-2 Representación  estructural  del gen BIN1 ubicado en el brazo largo del cromosoma 2. 
A) Rectángulo rojo delimita la ubicación de la zona analizada cerca al gen BIN1. B. Representación 
esquemática de la región analizada, en azul se muestran los exones que componen el gen BIN1 
con un tamaño de 2165 pares de bases (pb). En verde se muestra el sitio de unión a factor de 
transcripción cercano y en rojo la región analizada. C. Secuencia de la región analizada los 
dinucleótidos CpG evaluados en rojo, arriba de cada dinucleótido está el ID asignado por el 









3.6 Determinación de Porcentaje de Metilación del ADN 
en CpGs Individuales por la Metodología BSP 
El estudio de la metilación presenta muchas metodologías disponibles en el 
mercado, la metodología BSP destaca ya que presenta facilidades por su bajo 
costo y rapidez en la ejecución con respecto a otras metodologías. Su objetivo 
principal es determinar el nivel de metilación promedio en cada CpG evaluada, su 
resolución a nivel de nucleótido brinda una perspectiva general rápida y fácil de 
analizar de las regiones metiladas, además con el uso de nuevos algoritmos la 
sensibilidad del método ha sido mejorada y el diseño de primers es esencial para 
obtener buenos resultados, sin embargo, su sensibilidad depende mucho de este 
punto, ya que el método puede descartar para el análisis las 5hmC perdiendo así 
cerca de un 20% de la metilación analizable [106–109]. 
Para el análisis de la metilación del ADN en este trabajo se utilizó la metodología 
BSP, la cual es una amplificación por PCR del ADN convertido con bisulfito, para 
posteriormente realizar secuenciación por el método de secuenciación de Sanger 
[110].Las secuencias obtenidas son comparadas con una secuencia de referencia 
del sitio interés usando softwares bioinformáticos, que mediante el uso de 
algoritmos obtienen información del porcentaje de metilación de cada CpG  dentro 
de la región evaluada., Esto se logra mediante el alineamiento de la secuencia 
obtenida con la secuencia de referencia y la comparación en el electroferograma 
de las alturas relativas de los picos de secuenciación entre los diferentes 
nucleótidos y en cada CpG, allí el software puede interpretar y distinguir un pico de 
timina como una citosina no metilada y un pico de citosina como una citosina 
metilada para luego según este pico dar un dato de porcentaje de metilación 
cuantitativo [4]. 
Para la amplificación de las regiones de interés, las condiciones de PCR fueron 
estandarizadas con los primers diseñados para la isla CpG del exón IV de APOE 
(Anexo D) y la región genómica de BIN1 (Anexo E) en un termociclador Agilent 
Technologies SureCycler 8800, obteniendo un único amplicón correspondiente a la 
región de interés, los productos fueron visualizados en geles de agarosa al 1,5% 
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(p/v) usando SBS1X como buffer de preparación. Después de la amplificación los 
productos se purificaron con el protocolo de etanol y acetato de amonio [111] y 
posteriormente  fueron secuenciados por el método Sanger en el equipo ABI 
PRISM 3500 (Applied Biosystem) del servicio de secuenciamiento SSiGMol de la 
Universidad Nacional de Colombia. La secuenciación hizo uso de los mismos 
primers de PCR, y fueron secuenciados por ambas direcciones, una reacción con 
el primer forward y otra con el primer reverse, con esto se obtuvo dos resultados 
de secuencias por cada muestra analizada. 
Para el análisis de las secuencias obtenidas, se utilizó el software ESME 
(Epigenetic Sequencing MEthylation analysis software), el cual permite cuantificar 
la metilación de las CpG individuales provenientes de un electroferograma de 
secuenciación de cualquier método. Esta cuantificación se realiza por el 
alineamiento de la secuencia obtenida con una secuencia de referencia, luego de 
esto el programa ESME realiza la normalización global de las intensidades de los 
picos del electroferograma, comparando con el uso de algoritmos los picos de las 
secuencias obtenidas y genera un dato de metilación de ADN en porcentaje de 0 a 
100% que puede ser visualizado en una imagen que entrega el programa. Además 
el programa genera una tabla que muestra los niveles de metilación de cada CpG 
en una proporción que va de 0 a 1 siendo 1 una Citosina totalmente metilada y 0 la 
ausencia de metilación en el sitio este archivo se denomina CpG_data.txt, puede 
ser exportado a Excel o cualquier programa estadístico para el posterior análisis de 
los niveles de metilación de las CpGs allí evaluadas [108].Para lo concerniente a 
este trabajo se tuvo en cuenta los siguientes datos: 
1. Nombre del archivo analizado 
2. Secuencia vecina (solo para confirmar que si se estaba analizando 
correctamente el CpG deseado):  esta es la secuencia alrededor de cada 
citosina metilada, la citosina evaluada. Por motivos de calidad de la 
secuencia en algunos casos se obtenía NA lo cual indicaba que no fue 
analizada, entonces se procedía a repetir todo el procedimiento. 
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3. Proporción de metilación:  esta medida es la metilación en una CpG 
individual. se observa en un rango entre 0 y 1. En algunos casos se 
obtuvieron valores de -1 que indicaban que la CpG no fue analizada 
exitosamente, si esto ocurría se repetía el procedimiento BSP 
nuevamente. 
4. Posición genómica: este dato corresponde a la posición numérica de la 
base CpG, esta posición es con respecto a la secuencia de referencia la 
cual inicia con la primera base que allí se encuentra. 
5. Identificación de la CpG: este dato corresponde al ID de las CpGs 
individuales evaluadas. 
Al realizar dos reacciones por muestra, una secuenciación por forward y una por 
reverse se obtuvieron dos secuencias para el análisis, el dato final de metilación se 
obtuvo con el promedio de este resultado. 
3.7 Análisis Estadístico 
Los datos obtenidos sobre el porcentaje de metilación de las regiones evaluadas 
de la isla CpG de APOE y región genómica de BIN1 mediante la metodología BSP 
fueron analizados mediante el modelo de regresión beta [112],que brinda un 
acercamiento estadístico más natural para analizar datos de niveles de metilación 
en el intervalo (0,1) [113], evaluando la relación entre la metilación encontrada, los 
factores de riesgo como el diagnóstico, presencia de alelos de APOE (ε2, ε3 y ε4) 
y los SNP de riesgo de BIN1 rs744373 y  APOE rs440446  [17]. 
Los resultados del análisis de regresión beta fueron complementados con el uso 
de tests para distribuciones no paramétricas como el U. Mann-Whitney y el test de 
Kruskal-Wallis para establecer la relación entrelos niveles de metilación, la 
presencia de los alelos APOE (ε2, ε3 y ε4) y los SNP de riesgo en la población en 
general, confirmando la mayoría de los resultados de la regresión beta. Esta 
medida se tomó ya que en su mayoría los trabajos de metilación del ADN utilizan 
análisis estadísticos donde se asume una distribución gaussiana o normal de estos 
niveles y la metilación es generalmente medida como un porcentaje o como una 
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proporción limitada a un intervalo entre (0,1). Sin embargo, estudios recientes han 
mostrado que en gran parte estos datos no cumplen con este tipo de distribución 
[113]. 
Se utilizó la regresión logística para calcular predictivamente las diferencias en los 
porcentajes de metilación con respecto a los diferentes factores de riesgo que 
estaban siendo sometidos al análisis. Además, se calcularon los OR (Odds Ratio), 
para establecer el riesgo que implica la metilación de cada CpG en la enfermedad 
de Alzheimer Esporádico. 
Los análisis estadísticos se realizaron en el software R con el paquete betareg y 
con el programa SPSS (Statistical Package for Social Science) versión 23. Todas 
















4. Capítulo 4: Resultados 
4.1 Población de Estudio BIN1 
La población evaluada correspondió a 50 pacientes con Enfermedad de Alzheimer 
Esporádico con una edad promedio de 72,16 años y 50 controles con una edad 
promedio de 72,08 años. El 50 % de cada grupo fueron mujeres y el 50% hombres. 
En el grupo de pacientes el 66% son portadores de al menos un alelo ε4 de APOE 
y el 34% no presenta ningún alelo ε4, los genotipos de APOE predominantes en 
pacientes son los ε3/ε3 con un 34%; luego están los ε3/ε4 con un 42%, la 
prevalencia del alelo de protección ε2 solo se representa en ε2/ε4 con un 6% y ε2ε3 
no está presente en pacientes, además los portadores de dos alelos ε4/ε4 
representan el 18% del total de la población. Para el grupo control, 20% de la 
población es portadora del al menos un alelo APOE ε4 y el 80% posee otros alelos, 
ε2/ε3 22%, ε3/ε3 58%. En lo correspondiente a el SNP evaluado, 36% de los 
pacientes poseen el genotipo homocigoto TT, luego el homocigoto CC con un 20%, 
y el genotipo CT heterocigoto está presente en un 44% de los pacientes: Por otro 
lado, en los controles, el 48% posee ya sea el genotipo TT, 20% posee el genotipo 
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P value* (n = 100)   (n = 50) (n = 50) 
Características Demográficas       
   Edad, media ± SD 72.12±6.95  72.16±6.99 72.08±6.99 0.939 
   Mujeres, n % 50 (50.0)  25 (50.0) 25 (50.0) 0.841 
      
Fenotipos  Evaluados      
   Alelos de APOE , n (%)     <0.0001 
       ꜫ2/ꜫ2 0 (0.0)  0 (0.0) 0 (0.0)  
       ꜫ2/ꜫ3 11 (11.0)  0 (0.0) 11 (22.0)  
       ꜫ2/ꜫ4 3 (3.0)  3 (6.0) 0 (0.0)  
       ꜫ3/ꜫ3 46 (46.0)  17 (34.0) 29 (58.0)  
       ꜫ3/ꜫ4 30 (30.0)  21 (42.0) 9 (18.0)  
       ꜫ4/ꜫ4 10 (10.0)  9 (18.0) 1 (2.0)  
   APOE-ꜫ4, n (%) 43 (48.3)  33 (66.0) 10 (20.0) <0.0001 
   SNP rs744373 BIN1, n (%)     0.216 
      Heterocigoto   CT 38 (38.0)  22 (44.0) 16 (32.0)  
      Homocigoto   CC 20 (20.0 )   10 (20.0 ) 10 ( 20.0 )  
      Homocigoto    TT 42 (42.0)   18 (36.0) 24 (48.0)   
 





4.2 Niveles de Metilación en BIN1 
Mediante la metodología BSP fue evaluada la región cromosómica en un promotor 
de regulación no canónico asociado al gen BIN1. Se analizaron 8 dinucleótidos 
CpG con el software ESME, el cual asignó un número a cada una de estas CpG de 
acuerdo a su posición en la secuencia de referencia con la cual se realizó el 
análisis, de las CpG analizadas existen dos reportadas en la literatura y sus códigos 
se reportan en la tabla 4-2 (Tabla 4-2). 
 
 
Las secuencias obtenidas por el método Sanger fueron sometidas al análisis con 
ESME para dilucidar los niveles de metilación de estos sitios, siendo 1 total 
metilación y 0 la ausencia de esta, los resultados muestran el porcentaje promedio 
de metilación en el ADN de las 7 CpG analizadas correspondientes a la región 
genómica de BIN1, debido a la distribución no paramétrica de los datos se utilizó 
en primera instancia el test de Mann-Whitney para establecer la relación entre la 
Tabla 4-2. CpG evaluadas para la región de BIN1  
 
 
ID ESME Posición Genómica 
Human Genome: hg38 
ID 
Reportado 
CpG26 chr2:127,043,009  
CpG44 chr2:127,043,027  
CpG57 chr2:127,043,040 cg09006514 
CpG75 chr2:127,043,058  
CpG87 chr2:127,043,070 cg22883290 
CpG105 chr2:127,043,088  
CpG114 chr2:127,043,097  
CpG145 chr2:127,043,128  
El ID ESME es el numero asignado a cada dinucleótido CpG analizado por el software 
ESME, la posición genómica es la posición a la cual pertenece en el genoma humano y 
el ID reportado corresponde a la nomenclatura de estudios previos. 
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metilación y el ser pacientes o control, en ambos grupos se encontró 
hipermetilación en general, con rangos el 73% y el 91%, en pacientes con EAE los 
rangos fueron del 64% al 89% y en controles del 82% al 95%, además se encontró 
diferencias significativas en 3 CpG con respecto a la variable diagnóstico CpG26, 
44, 87 (p-valor <0.0001) (Tabla 4-3). 
 
Al realizar posteriormente el análisis estadístico bajo el modelo de regresión beta 
se relacionaron además del diagnóstico y los porcentajes de metilación, las 
variables de riesgo como la presencia o ausencia del alelo ε4 de APOE y el SNP 
rs744373 de BIN1 y se ajustó el modelo por las variables de confusión de edad y 
sexo. Los resultados muestran diferencias estadísticamente significativas en el 
porcentaje de metilación con respecto al diagnóstico en 3 dinucleótidos CpG, 
Tabla 4-3. Comparación del Promedio de Porcentaje de Metilación de las 
CpG entre Controles y Pacientes con Enfermedad de Alzheimer 
  
Total    Alzheimer Control 
P valor* (n = 100)   (n = 50) (n = 50) 
Edad, años 72.12±6.95  72.16±6.99 72.08±6.99 0.939 
Metilación de CpG      
     CpG26 91±0.10  86±0.11 95±0.05 <0.0001 
     CpG44 90±0.09  86±0.09 94±0.06 <0.0001 
     CpG 57 91±0.10  89±0.11 93±0.07 0.075 
     CpG 75 83±0.12  83±0.11 83±0.13 0.894 
     CpG87 73±0.14  64±0.12 82±0.10 <0.0001 
     CpG105 86±0.12  86±0.11 85±0.13 0.907 
     CpG114 89±0.10  87±0.11 91±0.10 0.013 
     CpG145 87±0.16   87±0.16 86±0.17 0.926 




CpG26, CpG44 y CpG87 (p-valor 0.05) confirmando lo encontrado con el test de 
Mann-Whitney, sin embargo, para la CpG114 los análisis no dieron significancia lo 
que muestra que la relación de esta CpG está mediada por variables de confusión 
en este caso sexo y edad. Además, se encontraron diferencias significativas con 
respecto a la presencia del alelo ꜫ4 de APOE en las CpG44, CpG87 y CpG114; 
con respecto a los genotipos para el SNP rs744373 no se encontraron resultados 
significativos (Tabla 4-4). 
 
Para determinar las diferencias en los niveles de metilación de pacientes y 
controles se utilizó la función logística la cual mostro metilación diferencial con 
respecto al diagnóstico y una tendencia a la baja en la CpG26 para los pacientes, 
con un descenso del 7,11% con respecto a los controles, la CpG44 también mostró 
diferencias significativas con respecto al diagnóstico y un descenso en el 7,43% de 
metilación en los pacientes con respecto a los controles (Figura 4-1). 
Tabla 4-4. Resultados del modelo de regresión beta para los porcentajes de metilación obtenidos 
 
ID  (Dx)  (APOE -/  ꜫ4)  (APOE  ꜫ4/  ꜫ4)  (BIN1 CT)  (BIN1 TT) Phi 
R 
cuadrado 
CpG26 0,000* 0,448 0,613 0,928 0,113 7,665 0,187 
CpG44 0,000* 0,119 0,001* 0,653 0,522 7,809 0,170 
CpG57 0,483 0,959 0,220 0,314 0,626 5,629 0,019 
CpG75 0,711 0,923 0,053 0,117 0,158 5,041 0,006 
CpG87 0,000* 0,935 0,048* 0,185 0,195 12,496 0,354 
CpG105 0,818 0,990 0,107 0,877 0,503 5,801 -0,000 
CpG114 0,022* 0,785 0,022* 0,048 0,073 6,472 0,082 
CpG145 0,764 0,819 0,219 0,248 0,901 3,327 -0,000 
El modelo de regresión beta evaluó nuevamente el factor diagnostico junto con los factores de riesgo como la 
presencia del alelo ε4 de APOE y los genotipos para el SNP rs744373 (CT) (TT) de BIN1, las columnas 
muestran el p-valor de cada análisis. * La diferencia significativa p-valor <0.05  
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Los resultados para la CpG57 y CpG75 en el análisis de función logística no 
mostraron diferencias significativas en la metilación con respecto a la variable 
diagnóstico. Sin embargo, para la CpG57 se evidenció un 1,99% en la disminución 
de la metilación con respecto a los controles y para la CpG75 podemos observar 
una disminución del 2,42% en los niveles de metilación en pacientes con respecto 
a los controles (Figura 4-2). 
Figura 4-1 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG26  en el grupo 
de  controles vs el grupo de pacientes con EAE.B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación 





Los resultados en la CpG87 muestran un descenso en la metilación del 19,18% en 
pacientes con respecto a controles, esta es la metilación más baja de toda la zona 
evaluada, por otro lado, para la CpG105 no se evidencio diferencia significativa en 
los porcentajes de metilación y mostro un aumento en la metilación del 0,26% en 
pacientes con EAE con respecto a controles sanos (Figura 4-3). 
Los análisis con respecto a la metilación según la variable diagnóstico de la 
CpG114 mostraron una diferencia significativa y un descenso del 5,51% en 
pacientes con EAE con respecto a controles, y la CpG145 mostro solo un descenso 
en 0,30% en pacientes con respecto a controles sin ser significativa la diferencia 
para esta CpG (Figura 4-4). 
El análisis de la regresión beta también mostró diferencias significativas en la 
metilación con respecto a ser portador de alelo ε4 de APOE para las CpG44, 
Figura 4-2 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG57  en el 
grupo de  controles vs el grupo de pacientes con EAE.B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de 
metilación encontrados en la CpG75 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE DTA: Diagnóstico 
Alzheimer. 
Figura 4-3 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG87  
en el grupo de  controles vs el grupo de pacientes con EAE.B) Diagrama de caja y bigotes para los 
porcentajes de metilación encontrados en la CpG105 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes 
con EAE. DTA: Diagnóstico Alzheimer 
A B 
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CpG87 y CpG114, además se realizó la aplicación del test Kruskal-Wallis para ver 
la relación de la metilación con el ser portador de los alelos de APOE ꜫ2, ꜫ3 o ꜫ4. 
El test mostro diferencias significativas (p-valor <0.0001) y una menor metilación  
de la CpG44 en los portadores de al menos un alelo ε4 de APOE con respecto a 
los portadores de  un alelo ε2, con un 6% de diferencia y entre los portadores de 
un alelo ε4 con los portadores de alelos ε3 en un 11% , para la CpG87  también se 
encontraron diferencias con respecto a ser portador de un alelo ε4 de APOE, se 
encontró un descenso en la metilación de un 9% con respecto a los portadores de 









Figura 4-4 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG114 en el grupo 
de controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación 








Tabla 4-5. Comparación del Promedio de Porcentaje de Metilación de las 
CpG según Presencia de los genotipos de APOE 
 
APOE- ꜫ2 APOE ꜫ3/ ꜫ3 APOE- ꜫ4 
P valor* 
(n = 11) (n = 46) (n = 43) 
Edad, años 70.91±5.47 72.59±7.46 71.93±6.83 0.901 
Metilación de CpG     
     CpG26 96±0.04 91±0.10 89±0.10 0.167 
     CpG44 97±0.04 92±0.08 86±0.08 <0.0001 
     CpG 57 96±0.04 92±0.10 90±0.09 0.197 
     CpG 75 87±0.12 83±0.12 82±0.12 0.409 
     CpG87 83±0.09 76±0.13 67±0.15 0.001 
     CpG105 89±0.12 85±0.12 85±0.12 0.610 
     CpG114 90±0.11 90±0.10 87±0.10 0.163 
     CpG145 84±0.14 87±0.18 86±0.15 0.257 
Debido a la distribución no-paramétrica, se usó el test de Kruskal-Wallis. 
 
El siguiente factor de riesgo a evaluar fue la presencia del SNP BIN1 rs744373 con 
respecto a la metilación en las CpG evaluadas, para esto se usó en test de Kruskall- 
Wallis que permitió evidenciar la relación entre los genotipos para este SNP y la 
metilación en la región evaluada de BIN1 independientemente del diagnóstico. Los 
resultados mostraron significancia para la CpG26 y la CpG114. El genotipo de 
riesgo para este SNP es la variante CC y los portadores de este genotipo en la 
CpG26 poseen un 5% menos metilación que los homocigotos TT y un aumento en 
un 1% de la metilación con respecto a los heterocigotos CT. Los poseedores del 
52 Análisis de metilación en una isla CpG del gen APOE y en una región genómica del gen BIN1 en 
una muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer Esporádico 
 
genotipo CC tienen 3% menos metilación en la CpG114 con respecto a los 
portadores del genotipo heterocigoto CT y un 6% menos metilación con respecto a 
los portadores del genotipo homocigoto TT (Tabla 4-6). 
  
Tabla 4-6 Comparación de Metilación del Gen BIN1 en las CpG según Presencia 
del genotipo para el SNP rs744373 
Metilación de CpG 
CC CT o TC TT 
P valor* (n = 20) (n = 38) (n = 42) 
CpG26 89±0.10 88±0.10 94±0.09 0.033 
CpG44 92±0.08 89±0.10 91±0.08 0.632 
CpG 57 91±0.08 91±0.10 91±0.10 0.812 
CpG 75 86±0.12 82±0.11 82±0.12 0.412 
CpG87 70±0.17 72±0.16 75±0.12 0.503 
CpG105 87±0.11 86±0.12 84±0.13 0.785 
CpG114 85±0.11 88±0.11 91±0.10 0.026 
CpG145 83±0.23 85±0.16 90±0.13 0.175 
    Debido a la distribución no-paramétrica, se usó el test de Kruskal-Wallis. 
 
Por ultimo para establecer si existe riesgo asociado a la metilación en cada una de 
las CpG en enfermedad de Alzheimer esporádico, se calcularon los respectivos 
valores de riesgo (OR) con el uso de la regresión logística y se ajustó el modelo 
por las variables de edad, sexo, genotipo de APOE, y rs744373 de BIN1 para las 
tres CpG con resultados diferenciales en la metilación con respecto al diagnóstico 
y al ser portador de alelos ε4 de APOE, estas fueron la CpG26, CpG44 y la CpG87. 
Los resultados fueron estadísticamente significativos para las tres CpG. Para la 
CpG26 la disminución en un 10% de la metilación aumentaría el riesgo por EAE en 
3,82 veces, para la CpG44 el riesgo de EAE por perdida en la metilación aumenta 





Los resultados para la en la CpG87, muestran que una disminución de un 10% en 
la metilación de este dinucleótido, incrementaría el riesgo de EAE hasta en 3,87 
veces (Tabla 6), además su valor de significancia es mucho mayor al obtenido para 
los otros dos dinucleótidos CpG para mostrar de una forma más grafica como es la 
relación entre la CpG87, el riesgo calculado y la presencia de los genotipos de 
APOE se realizó la Figura 4-5, donde se observa la relación lineal entre la 
metilación del dinucleótido CpG87 (eje X)  con el riesgo calculado para la EAE (eje 
Y), de acuerdo al genotipo de APOE, se observa que con respecto a los genotipos 
APOE ε3/ε3 y APOE -/ε2 no existe una relación positiva o negativa, mientras que 
para los genotipos APOE -/ε4  podemos observar que quienes poseen una menor 









Tabla 4-7. Riesgo para Enfermedad de Alzheimer según Disminución de 
Cada 10% del Porcentaje de Metilación de los dinucleótidos CpG 
 
Riesgo para Enfermedad de Alzheimer 
OR 95% IC P valor 
Disminución de cada 10% del 
porcentaje de metilación 
   
     CpG26  3.82 1.46-9.94 0.006 
     CpG44 3.40 1.52-7.63 0.003 
     CpG87 3.87 2.10-7.14 <0.0001 
     OR= odds ratio; IC= intervalo de confianza.  
     Modelo ajustado por edad, género y APOE. 
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Figura 4-5 Relación lineal entre el porcentaje de metilación del dinucleótido CpG87 con la probabilidad estimada para 
Enfermedad de Alzheimer Esporádica según el genotipo de APOE. La probabilidad para Enfermedad de Alzheimer se 
estimó usando modelo de regresión logística ajustado por edad, genero, APOE, y presencia heterocigoto o homocigota del 





















4.3 Población de estudio APOE 
 
La población evaluada correspondió a 45 pacientes con Enfermedad de Alzheimer 
Esporádico con una edad promedio de 73,98 años y 45 controles con una edad 
promedio de 73,78 años. El 57,7 % de cada grupo fueron mujeres y el 42,3% 
hombres. En el grupo de pacientes el 46,6% son portadores de al menos un alelo 
ε4 de APOE y el 56,4% no presenta ningún alelo ε4, los genotipos de APOE 
predominantes en pacientes son los ε3/ε3 con un 44,4%, luego están los ε3/ε4 con 
un 40%; la prevalencia del alelo de protección ε2 solo se representa en ε2/ε4 con 
un 4,4% y ε2ε3 está presente en un 2,2 % de pacientes, además los portadores de 
dos alelos ε4/ε4 representan el 6,7% del total de la población. Para el grupo control 
31,1% de la población es portadora del al menos un alelo APOE ε4 y el 68,9% 
posee otros alelos, ε2/ε3 en un 4,4%, ε2/ε4 en un 4,4%, ε3/ε3 en un 60% y ε3/ε4 
en un 31,1%. En lo correspondiente al SNP evaluado, los pacientes poseen 42,2% 
el genotipo homocigoto GG, el genotipo GC heterocigoto está presente en un 20% 
de los pacientes, por otro lado, en los controles el 24,4% posee el genotipo GG y 
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P value* (n = 90)   (n = 45) (n = 45) 
Características Demográficas       
   Edad, media ± SD 73.9±5.6  74±5.56 73.8±5.7 0.867 
   Mujeres, n % 52 (57.7)  26 (57.7) 26 (57.7) 0.667 
      
Fenotipos  Evaluados      
   Alelos de APOE , n (%)     <0.301 
       ꜫ2/ꜫ2 0 (0.0)  0 (0.0) 0 (0.0)  
       ꜫ2/ꜫ3 3 (3.3)  1 (2.2) 2 (4.4)  
       ꜫ2/ꜫ4 4 (4.4)  2 (4.4) 2 (4.4)  
       ꜫ3/ꜫ3 47 (52.2)  20 (44.4) 27 (60.0)  
       ꜫ3/ꜫ4 32 (35.6)  18 (40.0) 14 (31.1)  
       ꜫ4/ꜫ4 3 (3.3)  3 (6.7) 0 (0.0)  
   APOE-ꜫ4, n (%) 35 (38.8)  21 (46.6) 14 (31.1)  
   SNP rs440446 APOE, n (%)     0.341 
      Heterocigoto   GC 29 (32.2)  9 (20.0) 20 (44.4)  
      Homocigoto   GG 30 (33.3)   19 (42.2 ) 11 ( 24.4 )  
      Homocigoto    CC 31 (34.4)   17 (37.7) 14 (31.1)   
 




4.4 Niveles de Metilación en APOE 
Los niveles de metilación de APOE al igual que BIN1 fueron obtenidos mediante la 
metodología BSP, se evaluó la isla CpG ubicada dentro del Exón IV que codifica 
para la proteína, se analizaron 14 dinucleótidos CpG con el software ESME, el cual 
asignó un número a cada una de estas CpG de acuerdo a su posición en la 
secuencia de referencia con la cual se realizó el análisis, la única CpG reportada 
por otros estudios corresponde al código cg18799241, el resto de ellas no han sido 
estudiadas hasta el momento (Tabla 4-9). 
 
Al igual que con BIN1 las secuencias obtenidas por el método Sanger se 
sometieron al análisis con ESME para dilucidar los niveles de metilación de estos 
sitios, siendo 1 total metilación y 0 la ausencia de esta, los resultados muestran el 
Tabla 4-9. CpG evaluadas para la isla CpG de APOE  
ID ESME Posición Genómica 
Human Genome: hg38 
ID 
Reportado 
CpG118 chr19:44,909,208  
CpG130  chr19:44,909,220   
CpG133 chr19:44,909,223  
CpG148 chr19:44,909,238  
CpG162 chr19:44,909,252  
CpG165 chr19:44,909,254  
CpG182 chr19:44,909,272  
CpG190 chr19:44,909,280  
CpG198 chr19:44,909,288  
CpG213 chr19:44,909,303  
CpG215 chr19:44,909,305  
CpG227 chr19:44,909,317 cg18799241 
 
El ID ESME es el numero asignado a cada dinucleótido CpG analizado por el software 
ESME, la posición genómica es la posición a la cual pertenece en el genoma humano y 
el ID reportado corresponde a la nomenclatura de estudios previos. 
60 Análisis de metilación en una isla CpG del gen APOE y en una región genómica del gen BIN1 en 
una muestra de pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer Esporádico 
 
porcentaje promedio de metilación en el ADN de las 14 CpG analizadas 
correspondientes a la isla CpG  del Exon IV del gen APOE, debido a la distribución 
no paramétrica de los datos se utilizó en primera instancia el test de Mann-Whitney 
para establecer la relación entre pacientes y controles, en ambos grupos se 
encontró hipermetilación en general, con rangos el 73% y el 96%, en pacientes con 
EAE los rangos fueron del 73% al 93% y en controles del 82% al 96%, además se 
encontraron diferencias significativas en 4  de las 14 CpG analizadas con respecto 
a la variable diagnóstico CpG118, 130, 148 y 252 (p-valor <0.05) (Tabla 4-10). 
Tabla 4.10 Comparación del Promedio de Porcentaje de Metilación de APOE de las 
Islas CpG entre Controles y Pacientes con Enfermedad de Alzheimer 
Metilación de CpG 
Total   Alzheimer Control 
P valor* (n = 90)   (n = 45) (n = 45) 
CpG118 91±0.06 
 
90±0.06 93±0.06 0.037 
CpG130 94±0.06 
 
92±0.07 96±0.05 0.005 
CpG133 91±0.06 
 
90±0.06 92±0.06 0.104 
CpG148 89±0.08 
 
87±0.09 92±0.06 0.010 
CpG162 92±0.08 
 
92±0.07 91±0.08 0.431 
CpG165 89±0.10 
 
88±0.12 90±0.07 0.367 
CpG182 83±0.14 
 
82±0.14 83±0.13 0.808 
CpG190 91±0.08 
 
90±0.09 91±0.08 0.689 
CpG198 90±0.11 
 
89±0.10 90±0.13 0.379 
CpG213 93±0.08 
 
93±0.09 94±0.08 0.548 
CpG215 89±0.14 
 
89±0.16 89±0.13 0.866 
CpG227 86±0.15 
 
85±0.16 87±0.14 0.630 
CpG243 91±0.10 
 
89±0.11 93±0.08 0.219 
CpG252 77±0.14 
 
73±0.14 82±0.12 0.009 




Al realizar posteriormente el análisis estadístico bajo el modelo de regresión beta 
ajustado por edad y sexo, se relacionaron el diagnóstico, los porcentajes de 
metilación, las variables de riesgo como la presencia o ausencia del alelo ε4 de 
APOE y el SNP rs440446 de APOE. Los resultados muestran diferencias 
estadísticamente significativas en el porcentaje de metilación con respecto al 
diagnóstico en 3 dinucleótidos CpG, CpG118, CpG130 y CpG252 (p-valor 0.05); 
confirmando lo encontrado con el test de Mann-Whitney, a excepción de la 
CpG148. Con respecto a los genotipos para el SNP rs440446 se encontraron 
resultados significativos para la CpG118,130,133 y 148 (Tabla 4-11).  
Tabla 4-11 Resultados del modelo de regresión beta para los porcentajes de 
metilación obtenidos 







CpG118 0,0005 0,022 0,008 0,175 0,17 10,99 
CpG130 0,0292 0,034 0,043 0,091 0,14 9,74 
CpG133 0,0843 0,107 0,016 0,096 0,16 8,66 
CpG148 0,1626 0,680 0,030 0,732 0,06 6,94 
CpG162 0,1476 0,301 0,073 0,266 0,09 8,62 
CpG165 0,9846 0,934 0,551 0,831 0,01 6,99 
CpG182 0,3725 0,020 0,863 0,033 0,08 5,24 
CpG190 0,3856 0,640 0,204 0,249 0,07 8,54 
CpG198 0,2207 0,916 0,127 0,136 0,11 4,27 
CpG213 0,6634 0,813 0,064 0,403 0,10 6,37 
CpG215 0,9179 0,828 0,063 0,487 0,05 3,83 
CpG227 0,6496 0,937 0,937 0,949 0,00 3,76 
CpG243 0,3416 0,826 0,366 0,860 0,02 5,25 
CpG252 0,0000 0,001 0,765 0,325 0,11 6,31 
El modelo de regresión beta evaluó nuevamente el factor diagnostico junto con el factor de 
riesgo para el SNP rs440446 (CC) (GC) (GG) de APOE, las columnas muestran el p-valor de 
cada análisis. Dx: Diagnóstico 
 * La diferencia significativa p-valor <0.05 
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Para determinar las diferencias en los niveles de metilación de pacientes y 
controles se utilizó la función logística la cual mostro metilación diferencial con 
respecto al diagnóstico y una tendencia a la baja en la CpG118 para los pacientes, 
con un descenso del 5,15% con respecto a los controles, la CpG130 también 
mostro diferencias significativas con respecto al diagnóstico y un descenso en el 
2,50% de metilación en los pacientes con respecto a los controles (Figura 4-6). 
 
Los resultados para la CpG133 y CpG148 en el análisis de función logística no 
mostraron diferencias significativas en la metilación con respecto a la variable 
diagnóstico, sin embargo, para la CpG133 se evidenció un 2,65% en la disminución 
de la metilación con respecto a los controles y para la CpG148 podemos observar 
una disminución del 2,50% en los niveles de metilación en pacientes con respecto 
a los controles, esta CpG fue significativa bajo el test de U- Mann Whitney (Figura 
4-7). 
Figura 4-6 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG118 en el 
grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de 
metilación encontrados en la CpG130 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. DTA: 





Los análisis con respecto a la metilación según la variable diagnóstico de la 
CpG162 mostraron un aumento en el 2,11% en pacientes con EAE con respecto a 
controles, y la CpG165 mostro un aumento del 0,04% en pacientes con respecto a 
controles. Por otro lado, para la CpG182 se encontró un descenso en el 2,42% y 
para la CpG190 se identificó in descenso del 1,37% sin ser significativa la diferencia 
en ninguna de las CpG (Figura 4-8). 
Figura 4-7 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la 
CpG133 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes 
para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG148 en el grupo de controles vs el grupo 
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Lo mismo ocurrió para las CpG198, CpG213, CpG215, CpG227, los resultados no 
fueron significativos para estas CpG. Sin embargo, se evidenció una pérdida de 
metilación en la CpG198 del 2,34%; en la CpG213 del 0,56%; en la CpG227 del 
1,14 y un aumento en la metilación en la CpG215 del 0,22 % en pacientes con 
respecto a controles, los diagramas de Caja y bigotes correspondientes pueden ser 
consultados en el (Figura 4-9). 
 
Figura 4-8 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG162 en el 
grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de 
metilación encontrados en la CpG165 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. C) Diagrama 
de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG182 y D) Diagrama de caja y bigotes 
para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG190 DTA: Diagnóstico Alzheimer. 
Figura 4-9 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG198 en el grupo de 
controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en 
la CpG213 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. C) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de 
metilación encontrados en la CpG215 y D) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la 






Con respecto a la CpG243 el análisis mostró un descenso en la metilación del 
1,63% de pacientes con respecto a controles sin ser significativa. Mientras para la 
CpG252 se encontró un descenso en la metilación del 13,34% en pacientes con 
respecto a controles sanos (Figura 4-10). 
Con respecto a las diferencias en los niveles de metilación de pacientes y controles 
con respecto a la presencia del genotipo de riesgo GG para el SNP de APOE 
rs440446 se encontró una menor metilación en la CpG130 para los pacientes 
portadores del genotipo GG con un descenso del 3,02% y para el genotipo GC un 









Figura 4-10 A) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en la CpG252 en el grupo de 
controles vs el grupo de pacientes con EAE. B) Diagrama de caja y bigotes para los porcentajes de metilación encontrados en 
la CpG243 en el grupo de controles vs el grupo de pacientes con EAE. DTA: Diagnóstico Alzheimer. 
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Para los portadores del genotipo GC en la CpG182 se encontraron diferencias 
significativas y un descenso del 9,57% en la metilación de esta CpG con respecto 








Para establecer la relación entre la metilación de estas CpG y ser portador de 
APOE ꜫ2, ꜫ3 o ꜫ4, se realizó la aplicación del test Kruskal-Wallis. El test mostró 
diferencias significativas (p-valor <0.05) y una menor metilación  de la CpG118 en 
los portadores de al menos un alelo ε4 de APOE con respecto a los portadores de  
un alelo ε2, con un 8% de diferencia y entre los portadores de un alelo ε4 con los 
portadores de alelos ε3 en un 4%, para la CpG133 también se encontraron 
diferencias con respecto a ser portador de un alelo ε4 de APOE, se encontró un 
descenso en la metilación de un 4% con respecto a los portadores de alelos ꜫ3 y 
de un 2% con respecto a los poseedores de al menos un alelo ꜫ2, para la CpG252 
los resultados muestran que los portadores de al menos un alelo ε4 tienen un 
descenso en la metilación de un 9% con respecto a los portadores de alelos ε3/ε3 
y un 6% con respecto a los portadores de alelos ε2 (Tabla 4-12). 
Figura 4-11 Diagrama de caja  bigotes para los porcentajes de metilación de la CpG130 
de APOE en el grupo de pacientes vs Controles, según el genotipo  CC;GC o GG del 
SNP rs440446 de APOE; *DTA: Pacientes con EAE 
Figura 4-12 Diagrama de caja  bigotes para los porcentajes de metilación de la CpG182 de 
APOE en el grupo de pacientes vs Controles, según el genotipo  CC;GC o GG del SNP 
rs440446 de APOE; *DTA: Pacientes con EAE 
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Tabla 4-12. Comparación de Metilación del Gen APOE en los dinucleótidos 
CpG según la  Presencia de Genotipos de APOE 




APOE - /ꜫ4 
P valor* (n = 3) (n = 47) (n = 39) 
CpG118 
97±0.06 93±0.06 89±0.06 
0.003 
CpG130 
99±0.01 94±0.06 93±0.07 
0.143 
CpG133 
91±0.03 93±0.05 89±0.06 
0.011 
CpG148 
91±0.07 90±0.07 87±0.09 
0.453 
CpG162 
96±0.07 92±0.08 91±0.07 
0.430 
CpG165 
88±0.08 91±0.06 88±0.11 
0.532 
CpG182 
88±0.08 84±0.13 80±0.14 
0.228 
CpG190 
97±0.04 91±0.09 90±0.08 
0.219 
CpG198 
85±0.13 90±0.12 89±0.10 
0.395 
CpG213 
87±0.12 94±0.07 92±0.09 
0.236 
CpG215 
85±0.25 93±0.09 85±0.17 
0.064 
CpG227 
92±0.03 89±0.14 82±0.16 
0.074 
CpG243 
90±0.07 93±0.07 89±0.12 
0.509 
CpG252 
78±0.04 81±0.10 72±0.16 
0.029 
  Debido a la distribución no-paramétrica, se usó el test de Kruskal-Wallis. 
 
Otro de los factores de riesgo evaluados por el modelo de regresión beta fue el 
SNP de APOE rs440446, para identificar como es la relación entre este SNP y la 
metilación del ADN, para esto se realizó el test Kruskal-Wallis, este test mostró 
diferencias significativas (p-valor <0.05) entre los niveles de metilación en la 
CpG133 y la presencia del genotipo GG para el rs440446 de APOE, mostrando 
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que los poseedores de este genotipo tienen un 3% menos metilación en este 
dinucleótido CpG con respecto a los poseedores del genotipo CC y  un 8% menos 
metilación que los portadores de la variante heterocigótica GC. La CpG213 también 
mostró diferencias significativas con respecto a la presencia de este SNP, los 
portadores del genotipo GG poseen un 7% menos metilación en la CpG213 con 
respecto a los heterocigotos GC y un 5% menos metilación con respecto a los 
homocigotos CC (Tabla 4-13).  
Tabla 4-13. Comparación de Metilación en los CpG según Presencia del SNP 
APOE rs440446 Independientemente del Diagnóstico  
Metilación de CpG 
GG GC o CG CC 
P valor* (n = 31) (n = 12) (n = 29) 
CpG118 90±0.06 92±0.04 92±0.07 0.314 
CpG130 92±0.06 92±0.09 96±0.05 0.065 
CpG133 88±0.05 96±0.05 91±0.06 0.002 
CpG148 86±0.08 92±0.07 89±0.08 0.118 
CpG162 90±0.07 96±0.05 92±0.09 0.058 
CpG165 89±0.09 92±0.07 90±0.09 0.563 
CpG182 83±0.13 75±0.18 85±0.13 0.167 
CpG190 88±0.09 94±0.07 91±0.09 0.086 
CpG198 87±0.09 92±0.15 88±0.12 0.076 
CpG213 90±0.09 97±0.07 95±0.07 0.016 
CpG215 86±0.16 87±0.15 91±0.13 0.117 
CpG227 85±0.15 81±0.20 86±0.15 0.812 
CpG243 88±0.12 91±0.10 93±0.08 0.393 
CpG252 76±0.13 81±0.15 76±0.14 0.431 
Debido a la distribución no-paramétrica, se usó el test de Kruskal-Wallis. 
 
Finalmente, para establecer el riesgo asociado a la metilación en cada una de las 
CpG en la enfermedad de Alzheimer esporádico, se calcularon los respectivos 
valores de riesgo (OR) con el uso de la regresión logística y se ajustó el modelo 
por las variables de edad, sexo, genotipo de APOE, y rs440446 de APOE para las 
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cuatro CpG con resultados diferenciales en la metilación con respecto al 
diagnóstico y al ser portador de alelos ε4 de APOE, estas fueron la CpG118, 
CpG130, la CpG148 y la CpG252. Los resultados fueron estadísticamente 
significativos para 3 de las 4 CpG. Para la CpG130 la disminución en un 10% de la 
metilación aumentaría el riesgo por EAE en 2,73 veces, para la CpG148 el riesgo 
de EAE por perdida en la metilación aumenta 2,52 veces y para la CpG252 la 
pérdida de 10% en la metilación aumenta el riesgo de EAE en un 1,68% (Tabla 4-
14). 
Tabla 4-14. Riesgo para Enfermedad de Alzheimer según Disminución de Cada 
10% del Porcentaje de Metilación de APOE en los dinucleótidos CpG  
  
Riesgo para Enfermedad de Alzheimer 
OR 95% IC P valor 
Disminución de cada 10% del 
porcentaje de metilación 
   
     CpG118 1.64 0.71-3.80 0.250 
     CpG130 2.73 1.17-6.37 0.020 
     CpG148 2.52 1.23-5.15 0.012 
     CpG252 1.68 1.13-2.52 0.011 
     OR= odds ratio; IC= intervalo de confianza. 
     Modelo ajustado por edad, género y APOE. 
 
Finalmente, para establecer la relación entre la metilación de la isla CpG evaluada 
de APOE, los alelos de APOE y el diagnóstico de EAE se construyó la figura 4-6 
donde se puede ver que los controles sanos poseedores de alelos ε3 y ε4 tienen 
una mayor metilación en las CpG evaluadas, el caso de menor metilación  para los 
controles es la CpG252 y al desplazarnos en el eje X encontramos grupos con 
mayor riesgo de Alzheimer, en primer lugar los  pacientes con EAE poseedores de 
alelos ε3 que poseen menor metilación en las CpG evaluadas con excepción de la 
CpG215 donde presentan la mayor metilación de todos los grupos y la CpG252 
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donde muestran los mismos niveles de metilación que el grupo de controles con 
alelos de riesgo ε4. Los pacientes con EAE y poseedores de alelos ε4 muestran la 
menor metilación de todos los grupos evaluados, esto muestra como la presencia 
del alelo ε4 denota niveles de metilación menores o hipometilación en la región de 






Figura 4-13 Niveles de Metilación de los dinucleótidos CpG de APOE distribuidas según Casos y Controles y según Presencia de 
Genotipo de APOE-ɛ4. Las líneas punteadas indican la tendencia de la relación. Se consideró como referencia sujetos sin Enfermedad 





















5. Capítulo 5: Discusión: 
Los factores de riesgo genéticos para la Enfermedad de Alzheimer Esporádico, 
forma más común a nivel mundial de demencia, no han sido claramente 
establecidos puesto que esta enfermedad se considera compleja donde muchos 
factores tanto ambientales como genéticos interactúan para que se dé el desarrollo 
de la enfermedad. Solo el alelo ε4 de APOE tiene la fuerza necesaria para  brindar 
una probabilidad del 30% de riesgo, sin embargo, el mecanismo exacto por el cual 
actúa permanece desconocido, ya que algunos portadores del alelo ε4 de APOE 
no presentan ninguna consecuencia asociada a EA y continúan con su vida en 
normalidad [21]. 
Al enfrentarse a una enfermedad compleja se debe tener en cuenta la red génica 
de regulación y los diversos factores de transcripción que pueden ayudar al 
desarrollo de la enfermedad., Entre estos se pueden encontrar diversas funciones 
además de las conocidas y asociadas al alelo ε4 de APOE y adicionar a este los 
nuevos loci encontrados por los estudios de nivel genómico e epigénomico, cuya 
relación con los genes como APOE aún no está clara y puede que sean factores 
que regulen y ayuden al desarrollo de la patología. Es el caso de BIN1 cuya función 
dentro de la enfermedad no está clara, y se le ha vinculado a las principales 
características de la enfermedad como la formación de ovillos neurofibrilares y la 
formación de placas amiloides-β. Para esclarecer la relación entre estos factores 
genéticos se deben tener en cuenta los mecanismos epigenéticos, pues son los 
generadores de patrones de expresión y en su nivel más basal tenemos la 
metilación del ADN, que es capaz de alterar, regular y afectar a distintos niveles la 
cadena de ADN [62, 98].  
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La metilación del ADN ha mostrado una relación con la edad y las enfermedades 
que están relacionadas con el proceso de envejecimiento, la enfermedad de 
Alzheimer es una de ellas y se ha sugerido que existe una relación muy estrecha 
con el inicio y desarrollo de la patología, más específicamente para la EAE cuyo 
inicio está estrechamente relacionado con la edad  (> 65 años), la metilación puede 
jugar un papel importante en la regulación de las rutas que desencadenan la 
patología [102]. 
Este trabajo estableció mediante la metodología BSP que la región evaluada 
perteneciente a la isla CpG ubicada en el exón IV de APOE presenta en general 
una metilación alta, es decir una hipermetilación, tanto en pacientes con EAE como 
en controles sanos, y con una tendencia a la hipometilación en pacientes con EAE, 
estos resultados son consistentes con lo reportado hasta el momento para este gen 
en tejidos cerebrales y la tendencia concuerda con estudios realizados en sangre 
periférica también en otras poblaciones [9, 102, 114]. Para la región genómica de 
BIN1 se identificó que la zona tiene una hipermetilación tanto en pacientes con EAE 
como en controles sanos con una tendencia clara a la hipometilación en pacientes 
con respecto a controles, los estudios realizados en tejidos cerebrales muestran 
que en esta región existe una hipermetilación en general [115] , sin embargo, los 
estudios en sangre periférica muestran concordancia con los hallazgos de este 
trabajo [116]. 
El análisis de metilación de BIN1 encontró tendencias a la hipometilación en los 
pacientes con EAE respecto a controles sanos en la CpG26, CpG44 CpG87 y 
CpG114. Este hecho concuerda con la perdida de metilación establecida con el 
aumento de la edad, además los reportes de metilación en sangre periférica en 
este gen muestran una tendencia en algunos casos a la hipometilación [47, 93, 
116]. Sin embargo, en tejidos cerebrales analizados para poblaciones caucásicas 
se estableció un patrón de hipermetilación para la CpG87 y la CpG57 asociado al 
gen BIN1 en EA [96, 117], mostrando una tendencia inversa a la encontrada en 
sangre periférica en este estudio, esto puede explicarse dado que la metilación de 
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ADN es especifica del tejido, al realizar los análisis en sangre se obtienen los 
perfiles de una colección de diferentes tipos de células, linfocitos T1, linfocitos T2 
etc. cada una con un patrón de metilación diferente y con una variabilidad de las 
marcas epigenéticas personales influenciadas por los diferentes estilos de vida [11, 
90, 118]. La CpG57 reportada por Chibnik [96] con una hipermetilación para 
población caucásica  no mostró diferencias significativas en la metilación en este 
trabajo, pero si se puede observar un descenso, en general, la región se mantiene 
con una hipermetilación. Por otro lado la relación de la CpG 87 con la EA sigue 
mostrando significancia a pesar de no seguir la tendencia encontrada en tejidos 
cerebrales [96, 117], puede establecerse que a una menor metilación de este sitio 
aumenta el riesgo de enfermedad de Alzheimer, esta región evaluada posee una 
marca de región pobremente transcrita establecida por estudios anteriores [117], 
está cerca de un promotor de transcripción no canónico 3´UTR cuya función puede 
impactar directamente la expresión del gen por la alteración de la estabilidad del  
ARN mensajero o la unión de factores que puedan inhibir la transcripción [119, 
120]. Se ha mostrado que la actividad de esta región también es tejido específica 
y en tejidos cerebrales no está activa lo cual podría explicar su hipermetilación en 
este tejido, mientras en tejidos como hígado o sangre se muestra una activación 
de esta región promotora [121]. 
Para la CpG26, CpG44 y CpG114 de BIN1 no existen reportes de metilación en 
ninguna población. Aquí se muestran sus patrones de metilación en sangre, al igual 
que la CpG87, estas CpG presentan una tendencia también a la hipometilación en 
la enfermedad de Alzheimer que puede influir en la expresión del gen BIN1 y sus 
diferentes isoformas, afectando directamente la expresión y la  propagación de la 
proteína Tau hiperfosforilada en la via endosomal, donde la pérdida de BIN1 genera 
poros en la formación del endosoma temprano que permiten la difusión de 
patología Tau [13] y la producción de proteína amiloide-β, donde la pérdida de BIN1 
aumenta la secreción de Aβ  por el incremento de los niveles de BACE1 en el 
endosoma temprano independientemente de la isoforma de BIN1 [14]. 
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Con respecto al SNP  rs744373 de BIN1 cuya variable de riesgo propuesta por 
estudios de meta-análisis y anteriores trabajos del grupo de neurociencias es C 
[17, 122], existen diferencias significativas en la metilación de la CpG114 y la 
presencia del genotipo CC independientemente del diagnóstico, mostrando así que 
este genotipo puede influenciar los niveles de metilación por lo menos para esta 
CpG. Otro de los puntos a destacar para el gen BIN1 es la metilación de estas CpG 
con respecto a la presencia del alelo ε4 de APOE independientemente del 
diagnóstico, observamos que existe claramente una menor metilación en los 
portadores de este alelo con respecto a las CpG44 y CpG87, lo cual puede sumarse 
al riesgo implícito del alelo ε4 de APOE para enfermedad de Alzheimer. La 
probabilidad de riesgo OR calculada para estas CpG muestra que existe una 
relación en la pérdida en la metilación de la CpG87 que incrementa el riesgo de EA 
y como muestra la Figura 4-5 en los portadores de al menos un alelo ε4 este riesgo 
aumenta con la perdida en la metilación de estas CpG, mostrando así la CpG87 
como un posible biomarcador aditivo al riesgo generado por el alelo ε4 de APOE. 
Para validar todos estos resultados es necesario ampliar la muestra y realizar 
ensayos de expresión donde se vincule directamente el genotipo, la metilación de 
la CpG y los niveles de BIN1 en sus isoformas implicadas en la EA. 
Los niveles de metilación encontrados para la isla CpG del exón IV de APOE 
muestran que la región evaluada en general se encuentra hipermetilada, esto 
concuerda con los reportes de esta región en tejido cerebral, donde además se 
muestra una relación entre la metilación de ADN en esta zona y la expresión de los 
genes encontrados alrededor de esta región del cromosoma 19 [9, 100, 102]. Se 
encontró una tendencia a la hipometilación con diferencias significativas en los 
pacientes con respecto a los controles, en las CpG118, CpG130, CpG148 y 
CpG252, esta tendencia a la baja se muestra en sangre periférica en otros estudios 
de metilación, allí se reporta una hipometilación de la CpG252 en los pacientes con 
enfermedad de Alzheimer confirmando lo hallado en este trabajo [102]. Para estas 
CpG se calculó la probabilidad de riesgo OR, resultando significativa para tres de 
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las cuatro CpG, la CpG130, CpG148 y CpG252. La pérdida de metilación en estas 
CpG aumenta riesgo de la enfermedad hasta en 2,73 veces para la CpG130, 2,52 
veces para la CpG148 y 1,68 veces para la CpG 252, las otras CpG analizadas no 
han sido reportadas hasta el momento, sin embargo, el descenso de sus niveles 
de metilación también puede llevar a una menor expresión de ApoE, que se ha 
encontrado en un menor nivel en plasma sanguíneo en pacientes con EAE y  está 
implicada en el metabolismo de lípidos y la homeostasis neuronal [31]. La baja 
expresión de ApoE en pacientes puede considerarse consecuencia de los menores 
niveles de metilación encontrados en esta región exónica ya que la isla CpG 
evaluada tiene la capacidad de regular la expresión de una manera positiva, a 
mayor metilación mayor presencia de ApoE [9].  
Las tres isoformas de APOE ε2, ε3, ε4, definidas por dos SNP rs429358 y rs7412 
que también están ubicados sobre el exón IV poseen efectos biológicos polifénicos 
sobre la metilación de  la isla CpG [9]. Para los alelos ε2 considerados de protección 
se tiene un dinucleótido CpG menos y para el alelo ε4 de riesgo un dinucleótido 
CpG mas., En cuanto a la metilación por alelos se tiene que el alelo ε4 genera una 
mayor metilación en toda la región y en el caso de la EA la interacción puede 
modular la expresión del gen en general silenciando o promoviendo la transcripción 
[114].  
En este trabajo los niveles de metilación con respecto a la presencia del alelo ε4 
de APOE, fueron significativos para la CpG118, CpG133 y CpG252, estos 
dinucleótidos poseen una menor metilación en los portadores del alelo ε4 con 
respecto a los otros alelos, independientemente de su diagnóstico, y puesto que la 
relación de la metilación con la expresión de APOE es positiva, los resultados 
muestran que la perdida de metilación en estos sitios llevaría a una menor 
expresión de APOE asociada con EAE. Para ver la relación entre los niveles de 
metilación de cada CpG, el diagnóstico y la presencia de los alelos de APOE en la 
Figura 4-7 se muestra la tendencia, observando que los pacientes con EAE y que 
además tienen el alelo ε4 de riesgo tienen la menor metilación de todos los grupos., 
Esto es congruente con los eventos explicados anteriormente, los pacientes 
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portadores de un alelo ε3 tienen  la segunda menor metilación y los controles 
mantienen los niveles más altos de metilación  siendo mayores en aquellos 
controles que poseen alelos diferentes del ε4 [123]. En la Figura 4-7 se observa la 
configuración de la región analizada y como al aumentar el factor de riesgo APOE 
ε4 en los grupos disminuye la metilación, siendo para la enfermedad de Alzheimer 
los valores más bajos de metilación, influyendo así la regulación del gen y 
probablemente su expresión. Queda por esclarecer de qué manera ocurre esto y 
si la expresión de ApoE realmente aumenta o disminuye. Hasta el momento solo 
se puede inferir por otros estudios que ésta perdida en los niveles de metilación 
estaría  impactando negativamente la expresión de la proteína ApoE y por ende el 
metabolismo de lípidos asociados a la patología amiloide-β [9, 124, 125].   
Al evaluar el siguiente factor de riesgo, la presencia del SNP de APOE rs440446, 
cuya variante de riesgo establecida y forma menos frecuente es G, podemos 
observar en la Figura 4-11 y 4-12 que los pacientes portadores del genotipo GC 
poseen una menor metilación para la CpG130 y CPG182, indicando que este 
genotipo puede influenciar la metilación a la baja de una manera aun no 
establecida. Los portadores del genotipo homocigoto GG independientemente del 
diagnóstico muestran una menor metilación en la CpG133 y la CpG213, seguidos 
por los heterocigotos GC. Este SNP se encuentra en el intrón número 1 y está 
asociado con una actividad promotora de la expresión del gen APOE en su forma 
CC, debido a las complejas interacciones entre las isoformas de ApoE y la 
metilación de ADN la perdida de metilación en estas CpG podría ser consecuencia 
en general de la baja expresión de APOE por efectos propios de la EAE, y la 
presencia de este SNP en su forma menos común, exacerba la perdida de 
metilación y por ende la expresión final de ApoE [124, 126].   
La mayoría de los estudios de metilación del ADN para enfermedades 
neurodegenerativas han sido realizados en tejido cerebral, debido a la falta de 
estos tejidos en la población colombiana, el estudio de la metilación del ADN se ha 
propuesto en sangre periférica, puesto que es un método fácil, rápido, económico 
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y menos invasivo que las otras alternativas como la punción lumbar o las biopsias 
de tejido. Además, debido a la disfunción de la barrera hematoencefálica en las 
enfermedades neurodegerativas, las muestras de sangre periférica pueden reflejar 
los patrones que se presentan en cerebro producto del intercambio de proteínas 
entre los fluidos, y por la presencia de células mononucleares de sangre periférica 
(PBMC), sin embargo, esto ha sido puesto en duda por variados estudios [116, 
127]. Por esto se buscó identificar los perfiles epigenómicos generales de 
metilación en tejidos y se determinó que el panorama general no difiere y existen 
patrones de metilación tejido especifica que pueden verse reflejadas en sangre 
periférica, incluidas las de tejido cerebral, pero esto para la EAE depende de la 
proteína y el gen implicados [99, 128] .   
Debido a la complejidad en la regulación de las marcas epigenéticas, como la 
metilación del ADN en esta región, no es posible concluir la realidad del proceso 
biológico llevado a cabo. Queda por esclarecer con trabajos posteriores como se 
da toda la interacción entre APOE, la metilación y los niveles de expresión de la 
proteína en la enfermedad de Alzheimer. Podemos afirmar que existe una relación 
entre la metilación del ADN en las regiones evaluadas y los factores de riesgo 
genéticos para EAE. 
Este trabajo es el segundo realizado para caracterizar los factores epigenéticos 
asociados a EA en la población colombiana, los reportes generados para 
epigenética en BIN1 solo se muestran en población caucásica y para APOE en 
poblaciones caucásicas y europeas [10, 115]. Las CpG que se muestran 
diferencialmente metiladas, pueden ser usadas a futuro como biomarcadores 
tempranos para la prevención en la EA. 
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6. Conclusiones y recomendaciones 
6.1 Conclusiones 
Mediante la metodología BSP se analizó la metilación de ADN de la isla CpG del 
exón IV de APOE y la región genómica de BIN1 en sangre periférica de pacientes 
con EAE y controles sanos. Se identificó que las regiones evaluadas poseen una 
hipermetilación general en concordancia con los trabajos realizados en otras 
poblaciones a nivel mundial en tejidos cerebrales. Puesto que para la región 
evaluada de BIN1 no existen reportes de sangre periférica, se indica que este es el 
primer informe sobre la metilación de ADN de esta región reflejando una tendencia 
a la hipometilación. 
Para la isla CpG del Exón IV de APOE se identificó una tendencia a la 
hipometilación en pacientes con EAE en 4 CpG, CpG118, CpG130, CpG148, 
CpG252. Además, se encontró que los portadores del alelo ε4 de APOE tienen una 
menor metilación en las CpG118, CpG133 y CpG252 independientemente del 
diagnóstico, de igual manera se identificó que los portadores del genotipo GG del 
SNP de APOE rs440446 tienen una menor metilación en la CpG133 y CpG213. El 
cálculo del riesgo asociado a la pérdida de metilación mediante los OR identificó el 
riesgo asociado en la CpG130 CpG148 y CpG252 mostrando que aumentan el 
riesgo de EAE en 1,68, 2,52 y 2,73 veces respectivamente. 
Para la región genómica evaluada de BIN1 se encontró una tendencia a la 
hipometilación en los pacientes con EAE en 4 CpG, CpG24, CpG44, CpG87 y 
CpG114. Para los portadores del alelo ε4 de APOE se encontró una menor 
metilación en las CpG44 y CpG87, independientemente del diagnóstico. Los 
portadores del genotipo CC para el SNP factor de riesgo asociado a BIN1 rs744373 
mostraron una menor metilación en la CpG114.El riesgo asociado a la metilación 
en EAE mostro que la perdida en la metilación de la CpG24, CpG44 y CpG87 
aumentan el riesgo de EAE en 3,82, 3,40 y 3,87 veces respectivamente.  
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La identificación de los dinucleótidos CpG que presentan diferencias significativas 
en su metilación con respecto al diagnóstico o la presencia de otros factores de 
riesgo asociados como la presencia o no del alelo ε4 de APOE y los genotipos de 
riesgo asociados a SNP muestran la complejidad de los procesos de regulación 
epigenéticos en los genes asociados a la EAE y su importancia para identificar 
biomarcadores de la enfermedad y posibles blancos terapéuticos. 
Las diferencias en la metilación del ADN encontradas en este trabajo pueden 
potencialmente regular los patrones de expresión del gen APOE y BIN1, generando 
alteraciones en el metabolismo de endocitosis y lípidos que son esenciales en la 
fisiopatología de la EAE. 
6.2 Recomendaciones 
Con los resultados obtenidos es recomendable realizar ensayos de expresión para 
determinar el efecto de la metilación de la isla CpG del Exon IV de APOE y la región 
genómica de BIN1 en los niveles de proteína de ApoE y BIN1 en sangre periférica 
de pacientes y controles. Además, es importante analizar los niveles de expresión 
de las diferentes isoformas de BIN1 para establecer cuál de ellas es alterada por 
los procesos de regulación causados por la metilación del ADN. 
Se sugiere aumentar el número de muestra para verificar que las tendencias 
mostradas en este trabajo se mantienen, ya que, aunque se encontraron resultados 
significativos, la muestra es relativamente pequeña y las probabilidades de riesgo 
calculadas dependen del número total de muestras. 
A mediano plazo es necesario la realización de estudios de cohorte donde se 
puedan identificar los cambios en la metilación de ADN en las regiones evaluadas 
de APOE y BIN1 en un mismo individuo a lo largo del tiempo. Esto puede ayudar a 
ver los cambios naturales que se dan producto del proceso de envejecimiento en 
controles sanos, y los cambios en la metilación de pacientes para ver cómo afectan 
el avance de la enfermedad y el deterioro de los procesos celulares implicados 
dentro de la patología de EA. 
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Además, se sugiere obtener muestras de tejidos cerebrales de población 
colombiana para realizar los estudios de metilación de ADN y corroborar su relación 
en las regiones de APOE y BIN1 analizadas en este trabajo, también es necesario 
realizar un estudio con múltiples genes implicados en la EAE y ver sus niveles de 
metilación en diferentes tipos de tejidos.  
Finalmente, la Conversión con bisulfito de sodio es un método destructivo de la 
cadena de ADN y el método BSP no permite hacer la distinción entre los diferentes 
tipos de metilación a los cuales está sujeta una citosina metilada, 5mC ,5-hmC, 
5fC, 5caC debido a su baja sensibilidad. Estos tipos de Citosina representan 
alteraciones en la expresión genética y estructura de la cromatina diferentes a las 
provocadas por la 5mC en EAE, se sugieren analizar los niveles de 5hmC con otros 
métodos no destructivos de la cadena de ADN y más sensibles como ACE-seq.   





A. Protocolo Kit de Extracción de 
ADN ReliaPrep Blood 
gDNAMiniprepSystem™(A5082)- 
PROMEGA 
1. Descongele la sangre a temperatura ambiente y mezcle en el vortex por 10 minutos. 
2. Agregue 20 µl de Proteinase K (PK) Solution en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 
3. Resuspenda la sangre y adicione 200 µl de sangre en el tubo que contiene 
Proteinase K (PK) Solution, y mezcle brevemente con vortex. 
4. Adicione 200 µl de Cell Lysis Buffer (CLD) al tubo y mezcle con vortex por 10 
segundos. Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento. 
5. Incube a 56°C en un baño de María por 10 minutos. 
6. Mientras la muestra de sangre está en incubanción, ponga las ReliaPrep Binding 
Column dentro de un Collection Tube vacío. 
7. Saque los tubos del baño de María. Adicione 250 µl de Binding Buffer (BBA), tape 
el tubo y mezcle en el vortex por 10 segundos. El lisado debe ser de un color verde 
oscuro. Este paso de vortex es esencial para obtener un buen rendimiento. 
8. Adicione el contenido del tubo a la columna ReliaPrep Binding Column, tápela y 
póngala en la microcentrifuga. 
9. Centrifugue por 1 minuto a la maxima velocidad. Asegúrese de que el lisado haya 
pasado completamente a través de la membrana de la columna. Si el lisado todavía 
sigue en la parte superior de la membrana, centrifugue por otro minuto. 
10. Remueva el tubo colector que contiene el sobrenadante y descártelo. 
11. Ponga las columnas en un nuevo tubo colector. Adicione 500 µl de Column Wash 
Solution (CWD) a la columna, y centrifugue por 3 minutos a la maxima velocidad. 
Descarte el sobrenadante. Nota Si la solución permanece en la membrana, 
centrifugue la columna por otro minuto.  
12. Repita el paso 11 dos veces para un total de tres lavados.  
13. Ponga la columna en un tubo eppendorf de 1.5 µl nuevo y Adicione 60 µl de 
Nuclease-Free Water a la columna. 
14. Centrifugue por 1 minuto a maxima velocidad. Descarte la columna y guarde la 
elución. No reutilice las columnas ni los tubos colectores. 
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B. Protocolo del Kit de Conversión 
con Bisulfito de Sodio EZ DNA 
Methylation- Direct Kit (D5021)- 
ZymoResearch 
Preparación del reactivo de conversión CT (CT Conversion Reagent): 
1.  Adicione 790 µl de M-Solubilization Buffer y 300 µl de M-Dilution Buffer a un tubo 
de Reactivo de Conversión CT (CT Conversion Reagent). 
2. Mezcle a temperatura ambiente dando vortex frecuente durante 10 minutos. 
3. Adicione 160 µl de M-Reaction Buffer y mezcle en vortex por 1 minuto. 
El reactivo de Conversión CT debe ser usado inmediatamente después de la preparación. 
Si no se usa inmediatamente, la solución del reactivo de conversión CT puede ser 
almacenada hasta un mes a -20°C. La solución del reactivo de conversión CT almacenado 
debe ser calentada a 37°C, luego mezclado con vortex antes de su uso.  
 
Conversión del DNA con bisulfito 
1.  Cuantifique el DNA extraído. La muestra de DNA para convertir con bisulfito debe 
tener una concentración de 400 ng en 20 µl, para llegar a esta concentración el 
DNA puede ser mezclado con agua libre de nucleasas. 
2. Adicione 20 µl de la muestra a 130 µl de solución del reactivo de conversión CT en 
un tubo de PCR. Mezcle la muestra y luego centrifugue brevemente para 
asegurarse que no haya gotas en la tapa o en las paredes del tubo. 
3. Ponga los tubos de PCR en un termociclador que tenga un rango de volumen de la 
muestra de 100 µl (SureCycle 8800- Agilent Thecnologies) y realice los siguientes 
pasos:  
- 98°C por 8 minutos. 
- 64°C por 3.5 horas. 
- 4°C hasta por 20 horas. 




4. Adicione 600 µl de M-Binding Buffer en la columna Zymo-Spin™ IC y ponga la 
columna en un tubo recolector. 
5. Ponga la muestra del paso 3 en la columna Zymo-Spin™ IC que contiene el M-
Binding Buffer. Cierre la tapa y mezcle invirtiendo la columna varias veces. 
6. Centrifugue a máxima velocidad (≥ 10,000 x g) por 30 segundos. Descarte el 
sobrenadante. 
7. Adicione 100 µl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a máxima velocidad 
por 30 segundos. 
8. Adicione 200 µl de M-Desulfonation Buffer a la columna y deje a temperatura 
ambiente (20°C -30°C) por 20 minutos. Después de la incubación, centrifugue a 
máxima velocidad por 30 segundos. 
9. Adicione 200 µl de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugue a máxima velocidad 
por 30 segundos. Adicione otros 200 µl de M-Wash Buffer y centrifugue a máxima 
velocidad por 40 segundos. 
10. Ponga la columna en un tubo de 1.5 ml de microcentrífuga. Adicione 20µl de M-
Elution Buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugue a máxima 




C. Primers Diseñados para BSP 
 
Primer F: Forward    Primer R : Reverse 
Gen Descripción Localización 
de la CpG 
de 
Referencia 





































D. Condiciones BSP para el gen 
APOE 
 
A) Se muestran reactivos y cantidades para la reacción BSP del gen APOE. Las 
cantidades de reactivos hacen referencia a una muestra. 
 
 
B) Programa del termociclador  Agilent Technologies SureCycler 8800, para la 
amplificacón del gen APOE. 
 
Etapa Tiempo Temperatura °C 
Denaturación 
Inicial 
30 segundos 95° 
35 Ciclos  de: 
Denaturación 20 segundos 95° 
Annealing 30 segundos 58° 
Extensión 30 Segundos 68° 
 
Extensión final 5 Minutos 68° 
Refrigeración ∞ 4° 
 
 
Reactivos Volumen (µl) 
Agua Libre de Nucleasas 13,3 
Buffer 5X EpiMark Hot Start 
Buffer 
5 
2,5Mm dNTPs 2,0 
10µM Primer Forward 1,25 
10µM Primer Reverse 1,25 
Epimark Hot Start Taq Polimerasa 0,2 
AND convertido con bisulfito 2 
Volumen Total 25 
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E. Condiciones BSP para el gen 
BIN1 
A) Se muestran reactivos y cantidades para la reacción BSP del gen BIN1. Las 
cantidades de reactivos hacen referencia a una muestra. 
 
 
B)  Programa del termociclador Agilent Technologies SureCycler 8800, para la 
amplificacón del gen BIN1.  
 
Etapa Tiempo Temperatura °C 
Denaturación 
Inicial 
30 segundos 95° 
35 Ciclos  de: 
Denaturación 20 segundos 95° 
Annealing 30 segundos 51° 
Extensión 30 Segundos 68° 
 
Extensión final 5 Minutos 68° 
Refrigeración ∞ 4° 
 
 
Reactivos Volumen (µl) 
Agua Libre de Nucleasas 13,3 
Buffer 5X EpiMark Hot Start 
Buffer 
5 
2,5Mm dNTPs 2,0 
10µM Primer Forward 1,25 
10µM Primer Reverse 1,25 
Epimark Hot Start Taq Polimerasa 0,2 
AND convertido con bisulfito 2 




F. Protocolo de purificación de 
productos de PCR 
Todos los reactivos utilizados para la purificación deben estar fríos, se recomienda 
mantenerlos en hielo.  
1. En un tubo eppendorf de 1.5 ml adicione 2.5 µl de Acetato de Amonio (NH4Ac) 5M ph 
7,4 a de 20 µl de producto de PCR. Para volúmenes menores se agrega 1/10 del producto 
que se tenga.  
2. Adicionar 50 µl de etanol al 100% frío. Para cualquier volumen se agregan dos veces y 
medio el volumen de PCR en Etanol 100%.  
3. Centrifugue por 30 minutos a 13.3 rpm en la centrifuga a 4°C.  
4. Descarte el sobrenadante cuidadosamente.  
5. Adicione 100 µl de etanol al 75% frío.  
6. Centrifugue por 20 minutos a 13.3 rpm en la centrifuga a 4°C.  
7. Descarte el sobrenadante cuidadosamente.  
8. Repita los pasos 5 al 7.  
9. Lleve las muestras al SpeedVac por máximo 10 minutos.  
10. Resuspenda en 20 µl de agua y guarde a 4°C.  
11. Compruebe los resultados de la purificación realizando un gel de agarosa al 1.5%. 
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